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ABSTRAKT 
 
Tato diplomová práce se zabývá identifikací kvasinek rodu Saccharomyces z listů, bobulí a 
moštu bílého vína použitím metody PCR-RFLP.  
Je zde popsáno získávání čistých kultur kvasinek, izolace DNA, amplifikace 
charakteristických úseků DNA metodou PCR, štěpení těchto úseků restrikčními 
endonukleázami a detekce výsledných fragmentů zónovou elektroforézou. Určení 
mikroorganismů a jejich zařazení do systému nám umožňují právě délky fragmentů a počty 
štěpných míst, které jsou charakteristické pro každý druh. V teoretické části této práci jsou 
uvedeny základní informace o kvasinkovitých mikroorganismech a metodách molekulární 
biologie sloužících k jejich identifikaci. Velká část práce je věnována zpracování hroznů 
vinné révy a výrobě bílého vína.  
 
Klíčová slova: kvasinky, Saccharomyces, identifikace, PCR-RFLP 
 
 
ABSTRACT 
 
This diploma thesis is concerned about the PCR-RFLP method for identification of yeasts 
genus Saccharomyces from leaves, grapes and must of white wine. 
The thesis describes an obtaining of pure cultures of yeasts, isolation DNA and amplification 
of specific segments of DNA using PCR method. Splitting of  this segments by restriction 
endonukleases and a detection of final fragments by zone electrophoresis are mentioned too. 
Length of fragments  and  numbers of restriction fragments, which are characteristic of every 
species, enable a determination of microorganisms and their inclusion into the system. The 
basic informations on yeasts and molecular methods for their identification are named in the 
theoretical part of the thesis. The main part of the thesis deals with the processing of grapes of 
grape-wine and the manufacturing of white wine. 
 
Key words: yeasts, Saccharomyces, identification, PCR-RFLP 
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1 ÚVOD 
 
Kvasinky hrají v potravinářském průmyslu velmi významnou roli. Jsou využívány pro své 
fermentační schopnosti při výrobě potravin a alkoholických nápojů. Kvasinky mohou však 
působit i negativně – znehodnocují potraviny a tím ohrožují lidské zdraví. Správná 
identifikace a taxonomické zařazení jsou proto nezbytné.  
Ve vinařském průmyslu jsou nedílnou součástí výroby vín. Na hroznech se nachází desítky 
druhů kvasinek, které různou měrou přispívají k tvorbě kvality a organoleptických vlastností 
vína. V současné době se vinaři stále více uchylují k používání čistých kvasinkových kultur, 
jejichž výhodou jsou přesně stanovené parametry kvasného procesu.  
Vzhledem k vývoji molekulárně biologických metod je identifikace kvasinek snadná a 
spolehlivá, což napomáhá přesně určit, který druh kvasinek se uplatňuje v určité fází kvašení 
a jakou měrou tomuto procesu napomáhá. Tak lze stále zvyšovat kvalitu vín a tím 
uspokojovat požadavky spotřebitelů.  
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
 
2.1 Kvasinky 
 
Kvasinky jsou heterotrofní eukaryotní mokroorganismy, které náleží do říše hub (fungi). 
Buňky hub mají jádro s chromozómy oddělené od ostatních buněčných struktur jadernou 
membránou. Tím se odlišují od bakterií a cyanobakterií a přibližují rostlinným a živočišným 
buňkám. V živném prostředí vyžadují přítomnost organických sloučenin. V potravinářském 
průmyslu se využívá jejich schopnosti zkvašovat monosacharidy, disacharidy a některé 
trisacharidy na ethanol a oxid uhličitý a ve farmaceutickém průmyslu schopnosti produkovat 
vitamíny a enzymy.[1,3] 
 
2.1.1 Taxonomické zařazení kvasinek: 
 
Super regnum: eukaryota 
Regnum:          fungi 
Division:          eumycota 
Classis:            ascomycetes, basidiomycetes, deuteromycetes 
 
Třída Deuteromycetes je pouze pomocnou třídou, bylo u ní prokázáno nepohlavní 
rozmnožování. Do této třídy náleží většina rodů Candida.[12,28] 
 
2.1.2 Průmyslově významné rody kvasinek 
 
Tabulka č.1: Průmyslově důležité rody kvasinek [3] 
Druh Produkt 
 
Saccharomyces cerevisiae 
Saccharomyces uvarum 
 
alkoholické nápoje, ethanol, droždí, 
invertasa, ergosterol, krmná biomasa 
Kluyveromyces fragilis, Kluyveromyces lactis ethanol (z laktosy), kefír, β-galaktosidasa 
Hansenula  anomala ethylacetát 
Saccharomycopsis lipolytica krmná biomasa (z alkanů), lipasa 
Saccharomycopsis fibuligera amylasa 
Schizosaccharomyces pombe alkoholický nápoj z prosa ,,pombe‘‘, 
odkyselování vín 
Eremothecium ashbyi riboflavin 
Ashbya gossypii riboflavin 
Candida utilis, Candida tropicalis, 
Candida pseudotropicalis 
krmné droždí 
Kloeckera apiculata divoká vinná kvasinka 
Rhodotorula glutinis provitamin A, lipidy 
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2.1.3 Morfologie kvasinek 
 
Tvary buněk kvasinek jsou velmi rozmanité. Mění se s vnějšími podmínkami a velmi úzce 
souvisí i s vlastní funkcí buňky. Za základní tvar se považuje rotační elipsoid, od něho se 
odvíjí další tvary – vejčitý, kulovitý, citrónovitý, trojúhelníkovitý, válcovitý nebo podlouhlý 
až vláknitý. Délky kvasinkových buněk jsou proměnlivé. Některé jsou dlouhé jen 2-3 µm, jiné 
dosahují délky až 50 µm. Šířka buněk se tolik nemění, obvykle se pohybuje v rozmezí 3-
6 µm. Některé rody nebo kmeny kvasinek vytváří pseudomycelium, což jsou protáhlé buňky, 
které pučí pouze na pólech a zůstávají po pučení spojeny v dlouhá vlákna. Pseudomycelium 
se tvoří tam, kde kultura nemá dostatek výživy – to způsobí prodlužování buněk a omezení 
jejich rozmnožování. Jiné rody jsou schopny vytvářet pravé mycelium, což je vlákno 
vznikající příčným dělením protáhlých buněk. [1,2,3,12] 
 
 
Obrázek č. 1: Růst kvasinek [1] 
 
2.1.4 Cytologie kvasinek 
 
Vegetativní kvasinková buňka se skládá z pevné buněčné stěny, cytoplazmatické membrány, 
cytoplazmy (ta obsahuje řadu membránových struktur) a jádra. Jádro je odděleno jadernou 
membránou. Bičíky vegetativní buňky kvasinek nemají.[1] 
 
Obrázek č. 2 : Schéma průřezu buňkou kvasinek [1] 
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Pouzdro - pouzdro vytváří málo rodů kvasinek – hlavně basidiosporogenní a jim příbuzné 
anamorfní kvasinky (Rhodotorula, Leucosporidium) a některé askomycety (Pichia).  Jeho 
přítomnost se dá prokázat mikroskopicky negativním barvením nebo reakcí s jódem (jód 
reaguje s polysacharidy přítomnými v pouzdru). Pouzdro není součástí buněčné stěny. Skládá 
se z polysacharidů (vždy obsažena manosa a kyselina glukouronová), které jsou zastoupeny u 
různých kvasinek v různých poměrech. Jeho funkce není zcela známa. Jisté ale je, že buňky 
s pouzdrem pomaleji dehydratují a jsou schopny růst i ve velmi zředěných médiích s nízkým 
obsahem živin.[4] 
 
Buněčná stěna - Buněčná stěna kvasinek je struktura o tloušťce 150-400 nm. Chrání buňku 
proti vnějším vlivům a udává jí tvar. Hraje roli při flokulaci (tj. shlukování buněk), která je 
důležitá při průmyslových fermentacích. Buněčná stěna představuje až 30% suché váhy 
buňky. Obsahuje hlavně polysacharidy a bílkoviny.[4] 
 Polysacharidy mají strukturu vláken, která tvoří hustou spleť. Tato spleť je vyplněna 
bílkovinami. Ve stěně kvasinek jsou přítomny lipidy, fosfolipidy a fosforečnany (ty jsou 
vázány esterovými vazbami na polysacharidy). Tyto fosfátové zbytky spolu s karboxylovými 
skupinami bílkovin udělují buňkám kvasinek negativní náboj. Tento náboj ovlivňuje adsorpci 
látek z živného prostředí. Polysacharidy v buněčné stěně jsou tvořeny především glukany 
(jejich stavební kameny tvoří glukóza). U některých druhů kvasinek, jako např. u 
Saccharomyces cerevisiae, jsou ve stěně přítomny ještě mannany, malá množství 
glukózaminu a chitinu. Na povrchu stěny kvasinek je možné vidět pomocí elektronového 
mikroskopu jizvy po pučení. Elipsoidní buňky rodu Saccharomyces nikdy znovu nepučí 
v místě, kde už jednou pučely. Počet jizev na buňce, pohybující se v rozmezí 15-24, nám 
proto udává i její stáří.[1] 
 
Cytoplazmatická membrána – ohraničuje celou buňku a vytváří vychlípeniny do cytoplazmy. 
Její šířka je 7,5 až 8 nm a skládá se z lipidů a proteinů. Tvoří osmotické rozhraní mezi buňkou 
a vnějším prostředím. Nachází se v ní transportní mechanismy, které umožňují příjem látek 
buňkou z vnějšího prostředí a výdej látek z buňky do prostředí.[1] 
 
Cytoplazma – u mladých buněk je průhledná, u starších se objevují drobná zrníčka a 
vakuolizace. Cytoplazma obsahuje endoplazmatické retikulum, které se skládá ze dvou 
membrán. Na vnějším povrchu těchto membrán jsou zrnka polyzomů, tj. agregátů ribozomů. 
V nich se syntetizují bílkoviny. Endoplazmatické retikulum obsahuje různé enzymy a zásobní 
látky. Cytoplazma obsahuje také útvary rozmanitých tvarů, které se nazývají mitochondrie. 
Mitochondrie obklopují dvě membrány. Vnější membrána má bradavičnatý povrch a vnitřní 
membrána tvoří vychlípeniny do středu mitochondrie. Tyto vychlípeniny se nazývají kristy. 
Mitochondrie se skládají z bílkovin, lipidů a fosfolipidů. Obsahují RNA a nepatrné množství 
DNA, která je nositelem mimojaderné dědičnosti kvasinek. V mitochondriích sídlí dýchací 
enzymy, systém oxidační fosforylace a probíhá zde syntéza některých mitochondriálních 
bílkovin. V cytoplazmě se dále nachází útvar kulovitého tvaru, který se nazývá vakuola. 
Vakuola je obklopená jednoduchou membránou. Starší zralé buňky obsahují jednu velkou 
vakuolu, kdežto mladé nebo pučící obsahují několik malých vakuol. Uvnitř vakuol se nachází 
hydrolytické enzymy, jako proteinázy, ribonukleáza a esteráza. Ve vakuolách zřejmě dochází 
k rozpadu struktur buňky, které mají krátký poločas rozpadu, např. mRNA, některé enzymy 
apod. Vakuoly také obsahují draselné ionty, polyfosfáty, aminokyseliny, puriny. Dalším 
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membránovým útvarem v cytoplazmě je Golgiho aparát. Má tvar plochého měchýřku nebo 
několika propojených měchýřků anebo cisteren uložených vedle sebe. Úkolem Golgiho 
aparátu je transport prekurzorů buněčné stěny z cytoplazmy přes cytoplazmatickou 
membránu. Dále kvasinky obsahují cytoskelet, který je tvořen sítí proteinových vláken a 
nachází se jak v cytoplazmě tak v jádře. Jeho funkcí je umožnění pohybu z jednoho místa na 
druhé organelám. V cytoskeletu se nachází také mikrotubuly. Kromě strukturních útvarů 
můžeme v cytoplazmě nalézt rezervní látky (volutin a polysacharid glykogen). U kvasinek 
rodu Rhodotorula se jako rezervní látka vyskytuje tuk. Ostatní složky cytoplazmy tj. 
ribozómy, ribonukleové kyseliny, enzymy, vitamíny, anorganické ionty jsou stejné jako u 
bakteriální cytoplazmy.[1]  
 
Jádro – je kulatá až laločnatá organela nacházející se ve středu buňky nebo uložená 
excentricky. Jádro je poměrně malé a je od cytoplazmy odděleno dvojitou jadernou 
membránou. Mikroskopicky se dá rozpoznat pouze po speciálním barvení. Rozpoznání 
chromozomů v jádře kvasinek je již velmi obtížné. Počet chromozomů se proto odvozuje 
z výsledků genetických studií. Nejvíce prostudovanou kvasinkou je Saccharomyces cerevisiae 
– u ní bylo zjištěno 16 chromozomů v haploidním jádře. Dvojnásobný počet chromozomů má 
diploidní jádro, neboť každý chromozom se v něm vyskytuje dvakrát. Délky DNA 
jednotlivých chromozomů jsou rozdílné. Nejdůležitější úsek DNA chromozomu se nazývá 
centroméra – hraje důležitou roli při dělení chromozomů a jejich segregaci během dělení 
jádra. Úseky na koncích chromozomů se nazývají teloméry. V nich se vyskytují příčné vazby 
mezi oběma řetězci DNA. Chromozomy kvasinek obsahují kondenzovanou hmotu, která se 
nazývá chromatin. Ten se skládá z nukleozomálních histonů H2A, H2B, H3, H4. Tyto histony 
tvoří tetramerní struktury, které jsou obalené dvoušroubovicí DNA a to zhruba 140 párů bází 
na jednu podjednotku. Spojky mezi jednotlivými strukturami (nukleozomálními 
podjednotkami) tvoří úseky DNA, obsahující kolem 20 párů bází. [1,4] 
 
2.1.5 Rozmnožování kvasinek 
 
2.1.5.1 Vegetativní rozmnožování 
 
Většina kvasinek se rozmnožuje pučením. Pučení je proces, při kterém vznikne dceřinná 
buňka, tzv. pupen. Pučení může probíhat na různých místech povrchu buňky (multipolární 
pučení), na jednom konci buňky (unipolární) a na dvou protilehlých stranách buňky 
(bipolární). Pokud je pupen spojený s mateřskou buňkou větší plochou a po čase se vytvoří 
přehrádka, nazývá se tento proces pučení na široké základně. Před samotným pučením 
nejprve dochází ke splynutí membrán endoplazmatického retikula a následně k jeho dělení. 
Dále se dělí vakuoly (opakovaně) a mitochondrie se protahují v dlouhé útvary.  
Jakmile se začne pupen již tvořit, začnou do něho vstupovat malé drobné vakuoly a 
mitochondrie. Zároveň začne probíhat mitotické dělení jádra. Jádro putuje k pupenu a s ním i 
další složky cytoplazmy. Pak se cytoplazmatickou membránou uzavře kanálek mezi 
mateřskou buňkou a pupenem a v něm se začne tvořit a rozšiřovat endoplazmatické 
retikulum. Pučení se považuje za ukončené tehdy, když se vytvoří buněčná stěna mezi 
mateřskou a dceřinou buňkou, pupen se zvětší a drobné vakuoly se spojí v jednu velikou. 
Celý cyklus buněčného dělení trvá přibližně dvě hodiny. Nejlépe byl buněčný cyklus 
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prostudován u Saccharomyces cerevisiae. Rozdělení buněčného cyklu na 4 základní fáze (viz 
obrázek č. 3) bylo navrženo v roce 1953 Howardem a Pelcem. Těmito fázemi jsou: 
1) G1 - fáze – začíná tehdy, když je dceřinná buňka schopna samostatné existence a končí 
zahájením replikace jaderné DNA. Tato fáze je časově velmi proměnlivá, záleží na typu 
buňky a také na vlivu vnějších podmínek. V této fázi dochází prakticky ke zdvojení ,,buněčné 
hmoty‘‘. Probíhá syntéza RNA a proteinů, buňka roste. Zvětšuje se počet ribozomů, 
mitochondrií, endoplazmatického retikula. Vytváří se zásoba nukleotidů a tvoří se enzymy 
pro replikaci jaderné DNA. 
2) S - fáze – v této fázi probíhá replikace jaderné DNA. U každé buňky je její trvání vždy 
konstantní. Replikace nejaderné DNA probíhá během celého cyklu s výjimkou M-fáze. 
Replikující se jaderná DNA je stále součástí chromozomů. Vedle replikace proto probíhá 
syntéza histonů. Jakmile je replikace DNA skončena, jádro obsahuje dvojnásobné množství 
DNA. Každý chromozom je vlastně zdvojen, i když nové chromozomy zůstávají spojeny. Po 
skončení této fáze má tedy buňka dvojnásobný počet genů. 
3) G2 – fáze – tato fáze je nejkratší a končí zahájením mitózy. Pokračuje růst buňky a 
intenzivně jsou tvořeny proteiny, RNA a další buněčné struktury. 
4) M-fáze – tzv. mitotická fáze. Zakončuje ji vlastní rozdělení buňky. Dochází ke kondenzaci 
chromozomů v jádře, rozpadu jaderného obalu a vytvoření mitotického aparátu. V této fázi 
probíhá mitóza (rozdělení jádra) a cytokineze (rozdělení buňky). Cytokineze probíhá ke konci 
mitózy. Při mitóze se rozdělují replikované chromozómy tak, aby obě buňky měly jejich 
kompletní sady. Mitóza – dělí se na pět stadií: profázi, prometafázi, metafázi, anafázi a 
telofázi. [1,2,4] 
 
Obrázek č. 3: Buněčné dělení [14] 
 
2.1.5.2 Pohlavní rozmnožování 
 
Výsledkem pohlavního rozmnožování kvasinek jsou pohlavní spory. Většinou se jedná o 
askospory (endospory), které se nacházejí v asku (vřecku). Kvasinky vytvářející askospory se 
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řadí mezi Ascomycotina. Jiné rody kvasinek tvoří exospory, tedy spory umístěné vně 
sporotvorných buněk. Jsou to rody řadící se mezi Basidiomycotina. Při pohlavním 
rozmnožování kvasinek dochází ke spájení  dvou haploidních buněk a ke karyogamii neboli 
spájení jader za vzniku diploidního. Toto diploidní jádro se v dalších krocích dělí meiózou ve 
čtyři haploidní jádra a ta mohou být základem pohlavních spor. Jinou možností je, že se  
haploidní jádra dělí další mitózou a pak teprve vznikají spory. Celý životní cyklus kvasinek je 
tedy střídání haploidní a diploidní fáze buněk. Při spájení dvou haploidních buněk  u 
askosporogenních kvasinek dochází k okamžité karyogamii a vzniká tak diploidní buňka, 
která se nazývá zygota. Pokud jsou při spájení obě buňky přibližně stejně velké, jedná se o 
tzv. izogamní spájení (např. rod Saccharomyces). Jinou možností je spájení velké buňky 
s malou (může být např. mateřské s dceřinnou), tzv. heterogamní spájení. Spájení mezi 
mateřskou a dceřinou buňkou je možné pouze u homothalických kmenů. Některé druhy 
kvasinek tvoří pohlavně rozlišené kmeny – heterothalické kmeny. V tomto případě se spájí 
buňky jednoho párovacího typu s buňkami opačného párovacího typu. Např. u 
heterothalických kmenů Saccharomyces cerevisiae jsou párovací typy označeny a a α. Pokud 
je smísíme, dojde k jejich spájení a vytvoření zygot. Po vytvoření zygoty může dojít 
k vegetativnímu rozmnožování v diploidním stavu – přenesou-li se potom diploidní buňky do 
vhodných podmínek, nastane sporulace. Celá buňka se přemění v askus. U homothalických 
kmenů Saccharomyces cerevisiae dojde po vypučení spory ke spájení vzniklých vegetativních 
buněk a haploidní vegetativní fáze prakticky neexistuje.[1] 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obrázek č. 4: Životní cyklus druhu Saccharomyces cerevisiae 
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2.1.6 Chemické složení buněk kvasinek 
 
Chemické složení kvasničné buňky je velice proměnlivé. Závisí na kmenech kvasinek, 
živných půdách, podmínkách kultivace i stáří kultury. Uvádí se většinou chemická složení 
pivovarnických, pekařských, vinných a krmných kvasinek. Orientační hodnoty složení 
buněčné hmoty jsou: 
 
Voda                                  65-83% (vázaná i volná forma) 
Bílkoviny                           50% v sušině 
Glykogen                           u Saccharomyces cerevisiae až 30% 
Nukleové kyseliny             10% 
Strukturní polysacharidy    5% 
Popel                                   8%  
 
U oxidačních typů kvasinek (např. Rhodotorula), kterým slouží jako rezervní látky místo 
glykogenu lipidy, můžeme vhodným způsobem regulovat obsah lipidů v sušině až na 62%. 
Z organických sloučenin jsou nejdůležitější vitamíny skupiny B, provitamín D a u některých 
rodů (Např. Rhodotorula) i provitamín A. Popel se skládá z P2O5, K+, Mg2+, Ca2+, Na+. [1,2] 
 
2.1.7 Metabolismus kvasinek – ethanolové kvašení 
 
Ethanolové kvašení patří k nejstarším technologiím vůbec. Vyskytuje se buď ve formě 
spontánního mikrobního rozkladu kyselých cukernatých hmot nebo při záměrném zkvašování 
rmutů a šťáv. Nejdůležitější je asi proces velkovýroby ethanolu pro potravinářské a lékařské 
účely a velkoprodukce alkoholických nápojů. Ethanolové kvašení se uplatňuje i v pekárenství, 
neboť kynutí těsta je výsledkem produkce oxidu uhličitého při probíhajícím ethanolovém 
kvašení. [3] 
Kvašení neboli fermentace je proces, při kterém se přeměňují sacharidy na ethanol a oxid 
uhličitý. Tento proces probíhá bez přítomnosti kyslíku.  
 
C6H12O6 → 2 C2H5OH + 2 CO2 + 2 ATP 
 
Tato rovnice je výsledkem procesu nazývaného Embden-Meyerhofova metabolická cesta 
ethanolového kvašení. [1,2,3] 
Základním anaerobním katabolickým procesem je glykolýza. Spočívá v přeměně hexóz, např. 
glukózy, fruktózy, mannózy nebo galaktózy a její cesta k pyruvátu je společná pro většinu 
organismů. Dochází zde k postupné fosforylaci hexóz na fruktózu-1,6-bisfosfát, který se dále 
štěpí ve dva triosafosfáty a ty se oxidují na 1,3-bisfosfoglycerát. Při této oxidaci se redukuje 
koenzym NAD+ v NADH + H+ a u některých mikroorganismů je tento krok jediným zdrojem 
energie glykolýzy. Část takto získané energie se uloží v ATP, další část se uvolní až po 
dalších krocích, tj. při přeměně fosfoenolpyruvátu v pyruvát za vzniku další ATP. Čistý zisk 
při odbourání jedné molekuly hexózy je dvě ATP. Je to proto, že při přeměně jednoho 
triosafosfátu vzniknou 2 ATP - tedy z celé hexózy 4 ATP -  ale dvě se spotřebují na přeměnu 
hexóz ve fruktóza-1,6-bisfosfát na samém začátku glykolýzy. Na konci glykolýzy je tedy 
pyruvát, který je kvasinkami dále dekarboxylován na acetaldehyd. Acetaldehyd se potom 
snadno redukuje na ethanol.[1,3] 
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U rodu Saccharomyces provádí dekarboxylaci pyruvátu bez současné oxidace enzym 
Pyruvátdekarboxyláza  a redukci vzniklého acetaldehydu pak enzym 
alkoholdehydrogenáza.[3] 
Souhrnně znamená tento proces, že z jedné molekuly hexózy vznikají dvě molekuly ethanolu, 
dvě molekuly oxidu uhličitého a dvě molekuly ATP: 
 
C6H12O6  →  2CH3-CH2OH + 2CO2 + energie 
 
Vedle ethanolu vzniká na počátku kvašení ještě malé množství glycerolu (asi 3%). Je to 
způsobené tím, že na začátku procesu ještě není v prostředí dostatek acetaldehydu a 
redukovaný kofaktor NADH je dehydrován tím, že redukuje jiný meziprodukt glykolýzy. 
Jedná se dihydroxyaceton-3-fosfát a jeho redukci na glycerol-3-fosfát. Ten potom poskytuje 
glycerol.[1] 
 
2.2 Izolace a kultivace kvasinek   
 
2.2.1 Nutriční požadavky kvasinek 
 
Zdroj uhlíku – nejvhodnějším zdrojem uhlíku pro kvasinky jsou jednoduché cukry nebo 
polysacharidy, které se do prostředí přidávají v koncentracích 1-10%. K základním 
sacharidům patří D-glukóza, D-fruktóza a D-manóza, ale mohou se využívat i L-sorbóza, 
celobióza, trehalóza, D-xylóza a další látky, jako např. alkoholy a organické kyseliny.  
Nejsnadněji je pro kvasinky využitelná sacharóza. Důležité je dbát při sestavování média na 
to, aby se sacharid během sterilace nerozkládal nebo nereagoval s jinými složkami média. Je 
pak pro kvasinky těžko utilizovatelný. Řešením může být vysterilování roztoku zvlášť 
(filtrací) a teprve po ochlazení přidat asepticky příslušný sacharid. [2,7,8] 
 
Zdroj dusíku – jako zdroj dusíku nejlépe kvasinky využívají amonné soli – sírany, 
fosforečnany, dusičnan amonný. Jako základ přirozených a polopřirozených prostředí slouží 
pepton, kvasničná voda, sladina apod.  
 
Růstové látky – růstovými faktory mohou být vitamíny, aminokyseliny, purinové a 
pyrimidinové zásady, vyšší mastné kyseliny a aminy. Nejdůležitější pro kvasinky jsou 
vitamíny a to zejména vitamíny skupiny B.  
 
Minerální látky – důležitými složkami živných médií jsou fosfor a hořčík, které se zúčastňují 
přenosu energie pomocí reakcí zprostředkovaných adenosintrifosfátem. Zdrojem fosforu jsou 
soli  kyseliny fosforečné – do živných půd se přidávají soli draselné a amonné. Pokud fosfor 
chybí, dochází ke zpomalení růstu kvasinek, popřípadě fermentačních procesů. Obsah hořčíku 
se zvyšuje přidáním síranu hořečnatého. Další biogenní prvky jsou draslík, vápník, železo, 
chlor, molybden, zinek, měď, kobalt, bór a nikl. 
 
Voda – je nejdůležitější složka a velmi záleží na její jakosti. Prostředí musí být dostatečně 
vlhké, pro kvasinky aspoň 30% obsahu vody. Dostatek vody je základem pro správný chod 
fyziologických mechanismů v buňce. Pokud má buňka nedostatek vody, přestává růst a být 
biologicky aktivní. [2,7,8] 
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2.2.2 Izolace mikroorganismů z prostředí 
 
Izolace mikroorganismů je získávání čisté kultury ze směsi mikroorganismů a z prostředí. 
Základem je během kultivace získat kulturu mikroorganismů, která je tvořena výhradně 
jedním druhem. To se provádí potlačením či usmrcením ostatních mikroorganismů a 
zvýhodněním žádaného. Po této tzv. nahromaďovací kultivaci se použije některá z izolačních 
technik. K ověření příslušnosti získané čisté kultury k danému druhu se hodnotí morfologické 
makroskopické i mikroskopické znaky a provádí další testy identifikace. Většina kultur se 
získává přímo z přírodních zdrojů, např. z půdy, potravin, vzduchu.[6] 
 
2.2.2.1 Nejčastěji používané metody k izolaci mikroorganismů 
 
Křížový roztěr – tato metoda je nejčastěji využívaná. Provádí se očkovací kličkou na agarové 
plotny. Spočívá v postupném vyřeďování vzorku, až zůstanou na konci jednotlivé samostatné 
kolonie. K roztěru je výhodné použít malé množství kultury. 
 
Kochova metoda zřeďování v agarovém médiu a izolace litím desek – malé množství kultury 
se rozmíchá ve zkumavce s roztavenou živnou půdou a postupně se zředí do dalších 
zkumavek s půdou. Každá zkumavka se promíchá a vylije do sterilní Petriho misky a nechá 
ztuhnout. Pro kvasinky se používá sladinkový agar. 
 
Kochova metoda zřeďování v tekutém médiu a izolace roztěrem – malé množství kultury se 
zřeďuje ve zkumavkách obsahujících např. bujón, fyziologický roztok nebo sterilní vodu. 
Z každé zkumavky se pak sterilní pipetou odebere 0,1 ml inokula a rozetře na připravenou 
Petriho misku s živným médiem skleněnou tyčinkou. Tato metoda je vhodná pro izolaci 
kvasinek a plísní.[6,7] 
 
2.2.3 Kultivace 
 
Kultivací se rozumí naočkování inokula na vhodné živné médium a jeho inkubace při 
optimální teplotě a době. Optimální teplota pro inkubaci kvasinek je 26-30°C a inkubační 
doba zpravidla 24-48 hodin. Agarové desky se inkubují vždy víčkem dolů (tzv. zavěšený 
agar), aby nedocházelo ke stékání kondenzovaných par na živnou půdu.[6,7] 
 
2.2.4 Uchovávání a oživování kultur 
 
Mikroorganismy se uchovávají na šikmých agarech (kvasinky na sladinkových agarech) při 
4 °C. Kultury je ale třeba po určité době přeočkovat, protože dochází k vysychání agaru a 
odumírání buněk. Větší trvanlivosti se dosáhne přelitím agaru s kulturou sterilním 
parafínovým olejem. Takto uchovávaný mikroorganismus vydrží v chladničce až dva roky. 
Kvasinky a plísně se mohou také uchovávat ve sterilním silikagelu. Dnes se hodně používá 
metoda lyofilizace, která spočívá v zmražení suspenze buněk a jejich vysušení ve vysokém 
vakuu. Takto uchovávané kultury mají prakticky neomezenou trvanlivost. Před použitím se 
buňky oživují několikerým přeočkováním v tekuté půdě.[6,7] 
 
  18
2.3 Výroba vína 
 
2.3.1 Vinařství 
 
Vinařská technologie se zabývá zpracováním hroznů vinné révy (Vitis vinifera). Asi 90% 
hroznů se zpracovává na víno, zbytek se spotřebovává jako ovoce nebo se používá na výrobu 
nealkoholických nápojů. Víno je ve společnosti známé tisíce let, na našem území se vinná 
réva pěstuje necelých 2000 roků. Největší rozvoj vinařství byl v našich zemích za vlády 
Karla IV, v pobělohorském období klesl počet vinic o více než polovinu a  teprve koncem 
17. století docházelo znovu k jeho obnově.[5] 
 
2.3.2 Výroba bílého vína 
 
Z celkové produkce vinné révy připadá na výrobu vína asi 85 %. Bílé odrůdy převažují. 
Vyrábějí se z nich vína odrůdová, výběrová, typová a značková. Vína odrůdová se vyrábějí 
z hroznů čisté odrůdy (minimálně 75 %). Výběrová vína se získávají v příznivých letech, 
musí mít charakteristické vlastnosti a za výběrové je musí uznat odborná komise. U typových 
vín hrají roli charakteristické vlastnosti dané především místem pěstování hroznů. Do této 
skupiny patří např. vína tokajská nebo bordeauxská. Značková vína jsou kvalitní lahvová vína  
vyráběná vinařskými závody pod vlastním označením. Směsky jsou vína, získaná smísením 
více odrůd v různých poměrech.[5] 
 
2.3.3 Hrozny vinné révy 
 
2.3.3.1 Složení hroznů 
 
Hrozen vinné révy se skládá z třapiny a bobule. Nejdůležitější pro zpracování je poměr těchto 
dvou složek a jejich chemické složení. Třapina tvoří asi 4% hmotnosti hroznů. Při dozrávání 
je zelená, potom dřevnatí a hnědne. Pokud by se víno zpracovávalo se zelenými třapinami, 
mohlo by dojít k poškození senzorických vlastností vína (vyluhováním tříslovin a chlorofylu). 
Bobule se skládá z dužniny, slupky a semene. Dužnina tvoří až 90% hmotnosti hroznu a je 
z hlediska zpracování jeho nejdůležitější složkou. Obsahuje především glukózu a fruktózu, 
jablečnou a vinnou kyselinu (volné i vázané jako draselné a vápenaté soli), dusíkaté látky, 
pektiny, enzymy, vitamíny a minerální látky. Vnitřní část dužniny je tužší, vnější je 
šťavnatější. Slupka je na povrchu pokryta voskem. Tato vrstva vosku chrání bobuli před 
přílišným odpařováním vody a také před rozmočením či napadením mikroorganismy. Složení 
slupky má značná vliv na vůni, barvu, chuť a celkový odrůdový charakter vína. Obsahuje 
cukry, třísloviny, kyseliny, barviva a aromatické, dusíkaté a minerální látky. Slupky bílých 
odrůd navíc obsahují chlorofyl a flavonová barviva. Poslední součástí hroznů jsou semena, 
kterých v bobuli bývá 1-4. Tvoří asi 3-4 % hmotnosti bobulí. Hlavními a důležitým složkami 
semen jsou třísloviny a oleje.[5,9] 
 
2.3.3.2 Růst a zrání hroznů 
 
Růst plodů začíná procesem kvetení a opylování a končí vytvořením bobule. Během růstu 
bobule je obsah cukru nízký a nepřevyšuje 1 %. Naopak obsah kyselin je až 35 g/l. Obsah 
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cukrů se začne zvyšovat až s měknutím bobule. Bobule začnou být průsvitné. Nejdůležitějším 
zdrojem energie na pokrytí reakcí při zrání je dýchání. Na začátku zrání je spotřeba kyslíku a 
tvorba oxidu uhličitého nízká, s dozráváním bobulí se zvyšuje. V procesu zrání se snižuje 
obsah kyselin. Kyselina jablečná se oxiduje na oxid uhličitý a vodu. Kyselina vinná je stálejší, 
v průběhu růstu bobule její obsah rapidně vzrůstá, při dozrávání se zmenšuje. Sacharidy se 
tvoří z oxidu uhličitého a vody při fotosyntéze, zdrojem energie je sluneční záření. 
Fotosyntéza je nejúčinnější při 30°C. Z minerální látek nejvíce při zrání převažuje draslík. 
Změny zbarvení bobule při zrání ze zelené na zlatožlutou způsobuje úbytek chlorofylu. Pokud 
už hrozny přezrávají, začnou stopky dřevnatět a tím se uzavírá přísun živných látek do bobulí. 
Tehdy se odpařuje voda, mošt se zakoncentrovává a zvyšuje se obsah cukrů.[5] 
 
2.3.4 Technologie výroby vína 
 
2.3.4.1 Lisování hroznů a předfermentační úprava moštu 
 
Při zpracování vysokokvalitních bílých odrůd se nejprve musí hrozny odzrnit. Odzrňování se 
provádí na vystíracích odzrňovačích. Tyto odzrňovače mají násypný koš a válec, ve kterém je 
hřídel s lopatkami. Lopatky rotují a oddělují bobule od třapin. Rozdrcené bobule propadávají 
skrz otvory válce do kádě a třapiny vypadávají na konci zařízení. Další operací je mletí 
hroznů. Provádí se na válcových, bubnových a kladívkových mlýnech, které fungují na bázi 
tření, tlaku a úderu. Důležité je, aby mlýnky bobule dobře rozemlely, ale pokud se hrozny 
neodzrňují, aby neporušily třapiny a semena. Dopravníky s čerpadly potom dopraví mláto do 
lisů. U aromatických odrůd nebo u odrůd s masitou dužninou se provádí nakvášení mláta. U 
bílého vína trvá asi 12-24 hodin a dochází při něm k vyextrahování aromatických látek 
z hroznů pomocí vzniklého alkoholu. Delší čas se nedoporučuje, aby se nevyextrahovaly i 
třísloviny a chlorofyl. Dále se do mláta  přidává oxid siřičitý, který zabraňuje oxidaci a 
enzymové preparáty na rozrušení pektinů a tím zlepšení výlisnosti. Nejkvalitnější část moštu 
se nazývá samotok a může být součástí lisování nebo samostatnou operací. Používají se 
k tomu scezovací kádě nebo předlisovací zařízení. Zmenší se nám tak objem mláta, avšak 
vzroste riziko oxidace (zvláště u červených vín). Lisováním se odděluje mošt od tuhé části 
drtě nebo rmutu. Používají se hydraulické, šroubové a  pneumatické lisy. Postupně se zvyšuje 
tlak na 1,2-2,5 MPa. Vyšší tlak se nedoporučuje, aby e nerozdrtila semena a nezhoršila kvalita 
vína. Výtěžek se pohybuje kolem 70 %, vyšší mohou mít odrůdy s většími a šťavnatějšími 
bobulemi. Naopak menší výtěžnost mají odrůdy kvalitní , které mají vždy menší bobule. Po 
vylisování matoliny z lisu nakypříme a lisujeme podruhé, případně i po opětovném nakypření 
matolin, potřetí. Z celkového výtěžku lze získat 60 % samotoku, 25 % z prvního lisování, 10 
% z druhého a 5 % z třetího.[5,9] 
 
2.3.4.2 Úpravy moštu 
 
Odkalování moštu - při odkalování moštu dochází k odstranění nečistot. Nečistoty se na 
hrozny dostávají už z prostředí ve vinici, ošetřováním pesticidy, hnojením atd. Z vinice 
přicházejí hrozny více či méně nahnilé. Při odzrňování a lisování se do moštu dostávají další 
nečistoty, především úlomky z pevných část hroznů. Všechny tyto nečistoty sebou přináší i 
velká množství nežádoucích mikroorganismů zhoršujících kvalitu vína. Proto se provádí 
odkalování, nejčastěji statické (usazování). Principem je sedání kalících částí v nekvasícím 
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moštu. Rychlost sedimentace se zvyšuje silným zasířením (100-150 mg SO2 na litr moštu). 
Oxid siřičitý působí jako redukční a antiseptické činidlo. Tento způsob odkalování je vhodný 
pouze pro nádoby s nízkou vrstvou moštu. U vyšších vrstev by sedimentace trvala příliš 
dlouho a mošt by mohl začít kvasit. Sedimentace by pak byla neúčinná. Statické odkalování 
se kombinuje s chlazením, sedimentace probíhá ve sklepních prostorech 24-36 hodin. Čirý 
mošt se stáhne a kaly se samostatně zkvasí na víno nižší kvality. Odkalovat se může i 
odstřeďováním na speciálních odstředivkách nebo filtrací na křemelinových filtrech či cross-
flow membránovou filtrací.[5,9] 
 
Úprava kyselosti moštu -u nedozrálých hroznů může být tak vysoký obsah titrovatelných 
kyselin, že není možné, aby byly odbourány přírodní cestou jablečno-mléčným kvašením. 
Potom je nutné použít chemickou cestu odbourávání. Tou lze podpořit následné odbourávání 
jablečno-mléčným kvašením. Pokud přistoupíme ke snížení kyselosti moštu, který neobsahuje 
nadměrné množství titrovatelných kyselin, riskujeme, že při nedostatečném sledování 
biologického odbourávání bude úbytek kyselin příliš velký a víno fádní. Odkyselování moštu 
se provádí uhličitanem vápenatým podle rovnice: 
OHCOOHCaCCaCOOHCH 2264436442 ++→+  
Obvykle se používá k odkyselení 67g uhličitanu vápenatého na 100 l moštu.[5,9] 
 
Úprava cukernatosti - podle zákonných ustanovení v ČR se mošty mohou přislazovat do výše 
21°NM při výrobě bílých vín a 22°NM při výrobě červených vín. Přislazovaná vína se pak 
označují jako stolní nebo odrůdová jakostní. Nejvíce se k doslazování používá sacharóza, 
protože je nejlevnější. Pokud se přidá do moštu, velmi rychle se invertuje na glukózu a 
fruktózu přítomnými enzymy a kyselinami. Přislazuje se ihned po odkalení moštu, pokud se 
neodkaluje, pak ihned po vylisování. Cukernatost se dá také zvýšit zahuštěním moštu reverzní 
osmózou, vymrazením vody nebo vakuovým odpařením.[5,9] 
 
 
2.3.4.3 Kvašení moštu 
 
Kvašení moštu je biochemický proces rozkladu cukru na ethanol a oxid uhličitý. Je to 
způsobené kvasinkami, které žijí spolu s ostatními mikroorganismy na povrchu bobulí. Odtud 
se dostávají do moštu. Na začátku kvašení způsobí velké množství mikroorganismů rozklad 
látek v moštu, pak začnou pracovat kvasinky. Vznikající oxid uhličitý je těžší než vzduch a 
zaplňuje hluboké sklepní prostory. Je velmi nebezpečný pro osoby, které do těchto sklepů 
vstupují. Oxid uhličitý působí dobře na senzorické vlastnosti mladých vín, starší naopak 
poškozuje. Vznikající ethanol se podílí na chuti vína a je jeho důležitou součástí. Vyšší 
koncentrace ethanolu působí na kvasinky inhibičně, proto je tím vlastně víno zároveň 
konzervováno. Množství ethanolu více než 13 % objemových však působí agresivně na 
chuťové buňky a způsobuje silné pálení v ústech. Část ethanolu se během procesu kvašení 
odpařuje, část se přeměňuje na jiné chemické látky. Vzniká ještě glycerol, kyselina mléčná, 
kyselina octová a vyšší alkoholy. Methanol nevzniká kvašením cukrů, ale rozkladem pektinů 
a ve víně je ho jen nepatrné množství (bílá vína asi 0,03 %). V dnešní době se velmi používají 
zákvasy čistými kulturami kvasinek. Nakupují se buď jako suspenze nebo jako aktivní suché 
kvasinky (ASVK). Zajistí se tak rychlé prokvašení, potlačení škodlivé mikroflóry a nižší 
produkce nežádoucích látek. Aktivní suché kvasinky vydrží velice dlouho a snadno se aktivují 
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vlažnou vodou. Kvasinky nejlépe kvasí při 20-30°C, ale to není možné z důvodu úniku 
vonných látek z vína. Řešením je větrání kvasíren v noci, odkalení, přisíření či aktivní 
chlazení moštu. Kvasící mošt – burčák – je velmi lahodný, má nízký obsah alkoholu, 
optimální obsah kyselin a oxidu uhličitého a velké množství vitamínu B. Výhodné je při 
kvašení moštů v nádobách  používat kvasné uzávěry, které propouští ven vznikající oxid 
uhličitý a brání vstupu nežádoucích mikroorganismů do nádoby. Kvasné uzávěry se plní 
vodou nebo vodným roztokem glycerolu. Průběh kvašení se obtížně řídí v dřevěných sudech, 
naopak důsledně ho lze řídit ve velkovýrobě v kovových tancích (regulace teploty 
kvašení).[5,9] 
 
Kvasící proces lze rozdělit do tří fází: 
1) Rozmnožování kvasinek, začátek kvašení – trvá 2-4 hodiny 
2) Bouřlivé kvašení, exponenciální a logaritmická fáze růstu kvasinek – trvá 7-14 dní 
3) Dokvášení, růst kvasinek je zpomalený, kvašení v moštu i vznik oxidu uhličitého se 
zpomalují [5] 
 
2.3.4.4 Fyzikální a chemické faktory ovlivňující kvašení 
 
Fyzikální činitelé ovlivňující kvalitu a rychlost kvasného procesu jsou teplota (optimální je 
15-20°C), osmotický tlak, pH (2,5-6,5), rH (10-27,5) a světlo. K chemickým činitelům patří 
kyslík (důležitý k úspěšnému nastartování procesu), oxid uhličitý (brzdí rozmnožování 
kvasinek už při velmi nízkých koncentracích), ethanol (hraniční koncentrace je 13 %), 
kyselina siřičitá  (disociované i nedisociované formy působí jako akceptory kyslíku), vitamíny 
(aktivují kvašení), aminokyseliny. Jako inhibitory kvašení se vnímají antiseptika a 
pesticidy.[5] 
 
2.3.4.5 Dokvášení vín 
 
Po skončení alkoholového kvašení a biologického odbourávání kyselin nastává fáze 
dokvášení. Tato fáze rozhoduje o kvalitě, dochází při ní k tzv. formování vína. Důležité je ve 
fázi dokvášení, aby bylo víno v nádobách doléváno až k zátkovnici a pevně uzavřeno. 
Probíhaly by totiž oxidační procesy a snižovala by se kvalita vína. Dokvášení vína spolu s  
odbouráváním kyselin závisí na teplotě sklepa a na množství alkoholu ve víně. Vína s nižším 
obsahem alkoholu dokvášejí rychleji. V neprodyšných nádobách se může dokvášení 
předčasně zastavit kvůli nedostatku kyslíku. Toto víno se pak musí částečně provzdušňovat. 
Důležité je neustálé senzorické hodnocení dokvášeného vína, aby nedošlo k tvorbě pachuti po 
sirovodíku, k vláčkovatění vína či pachuti po oxidaci.[5,9] 
 
2.3.4.6 Stáčení vín z kalů 
 
Při stáčení vína se víno odděluje od kalů. Během zrání se víno stáčí několikrát. V praxi se 
používají dva způsoby stáčení – za přístupu vzduchu (vína nedostatečně prokvašená, 
vláčkovitá, s pachutí) a bez přístupu vzduchu (jemná, odrůdová a buketní vína). První stáčení 
lze spojit s filtrací křemelinovým filtrem. Kaly po prvním stáčení se nechají ještě usadit a 
stočí se opět víno, které je nad kaly. Další víno lze ještě získat na vakuových rotačních filtrech 
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s křemelinou. Kaly jsou cennou surovinou pro výrobu destilátů, kyseliny vinné nebo se 
používají jako krmivo.[9] 
 
2.3.4.7 Stabilizace vína 
 
Jedinými povolenými způsoby konzervací vína při jeho výrobě jsou pasterizace a síření.  Víno 
se síří oxidem siřičitým, který na víno působí redukčně i konzervačně. Ze zdravotního 
hlediska však není vhodný a jeho denní příjem by neměl přesáhnout 40 mg. K síření se 
používají sirné plátky, které se zavěsí na drát, zapálí a vsunou zátkovnicí do sudu. Jiný způsob 
síření je disiřičitanem draselným, které je založeno na jeho rozkladu kyselinami. 
Nejpohodlnější metodou síření je komprimovaným oxidem siřičitým. Mohou se takto sířit 
sudy před naplněním i samotné víno v sudech. Víno před láhvováním lze konzervovat 
kyselinou sorbovou.[9] 
 
2.3.4.8 Číření vína 
 
Vína se číří mezi prvním a druhým stáčením. Víno by se během ležení vyčistilo samo, ale je 
to velmi rizikové a zdlouhavé. Vždy se číří vína, která mají sloužit k archivování, jinak by 
mohlo dojít k jejich znehodnocení. Čiřidla se dělí podle účinku do tří skupin. Jsou to čiřidla 
založená na adsorpci nebo chemické reakci (např. aktivní uhlí), čiřidla s kladným nábojem 
(např. vaječný bílek nebo želatina) a čiřidla se záporným nábojem (např. agar nebo bentonit). 
Čiřidla volíme podle účelu číření. Na odstranění bílkovin, které mají kladný náboj se použijí 
čiřidla se záporným nábojem. Na odstranění tříslovin zase čiřidla s kladným nábojem.[9] 
 
2.3.4.9 Filtrace vína 
 
Filtrace je oddělování pevných částic vína na pórovité stěně filtru. Účinnost filtrace závisí na 
velikosti pórů filtrační hmoty a na způsobu zachycení částic. Při průtokové filtraci se zachytí 
pouze částice, které jsou větší než průměr póru filtrační hmoty a při adsorpční filtraci se 
zachytí i částice menší než průměr póru. Používají se náplavové filtry, tlakové vložkové filtry 
a v současné době nejvíce membránové filtry. Membránové filtry využívají hlavně velké 
vinařské firmy a tyto filtry jsou díky své konstrukci použitelné od hrubé filtrace až po 
mikrobiální sterilaci vín.[9] 
  
2.3.4.10 Láhvování vína 
 
Včasné naláhvování vína před jeho vrcholem vývoje zajišťuje jeho vysokou kvalitu. Proces 
zrání poté pokračuje v láhvi. Každá odrůda má svůj čas k uložení do láhví. Láhvování je 
důležité i z hlediska marketingu. Vína v láhvích a s vkusnou etiketou se prodávají lépe než 
vína stáčená do vlastních nádob. Láhvují se vína vyškolená, stabilizovaná vůči zákalům a 
jiskrná. Víno by mělo mít před láhvováním asi 30 mg volného oxidu siřičitého a 7 g 
veškerých kyselin. Používají se skleněné láhve zelené barvy, na růžová vína výjimečně bílé 
barvy. Zátky pro vína na dlouhodobé archivování se vyrábí z kvalitního korku a pro vína na 
krátkodobé skladování zátky z drceného korku.[9] 
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Obrázek č. 5: Schéma zpracování hroznů [5] 
 
2.3.5 Vinné kvasinky 
 
V hroznovém víně je možné identifikovat až 52 různých druhů kvasinek a 40 druhů bakterií. 
Na počátku kvasného procesu se nejvíce uplatňují kvasinky Kloeckera apiculata a 
Hanseniaspora uvarum, v dalších stupních kvašení potom Candida stellata, Torulaspora 
delbrueckii, Kluyveromyces a Pichia. V této střední fázi je obsah ethanolu 3-4 % a výrazně se 
snižuje redoxní potenciál. Na konci kvašení převládají Saccharomyces cerevisiae. Kvasinky 
rodu Metschnikowia pulcherrima, Debaryomyces hansenii přispívají také značnou měrou ke 
kvašení a to především na počátku. Požadované kvalitativní parametry vinných kvasinek  jsou 
silná fermentační schopnost, nepěnivost fermentace, nízká koncentrace zbytkového cukru, 
rychlá sedimentace po kvašení, vysoká výtěžnost ethanolu, aromatický charakter (tvorba 
esterů, terpenů, jantarové kyseliny, glycerolu), tolerance k SO2, správná rovnováha v produkci 
sirných sloučenin, nízká tvorba acetaldehydu a nízká tvorba močoviny. [10,11,13,30] 
 
2.3.5.1 Saccharomyces cerevisiae 
 
První studie rodu Saccharomyces se datují k roku 1838. Její fyziologii však upřesnil až 
později Hansen a popsal rozdíly mezi jednotlivými druhy. Nyní je rod Saccharomyces 
rozdělen do dvou skupin - Saccharomyces sensu stricto a Saccharomyces sensu lato. Mezi 
4 hlavní druhy kvasinek skupiny Saccharomyces sensu stricto patří S. cerevisiae, S. bayanus, 
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S. paradoxus a S. pastorianus (carlsbergensis). Jednotlivé druhy kvasinek se od sebe odlišují 
schopností zkvašovat pouze určité sacharidy.  
Saccharomyces cerevisiae se uplatňuje se jako pekařská, lihovarská, pivovarská a vinná 
kvasinka. Zkvašuje glukózu, sacharózu, maltózu, galaktózu  a částečně nebo úplně i 
trisacharid rafinózu. Ve vinařství je ze všech druhů kvasinek Saccharomyces cerevisiae 
nejdůležitější. Na bílém víně se přirozeně vyskytuje až ze 64 %. Po dokončení fermentace 
kvasinkami S. cerevisiae obsahuje vinný mošt 8-15 % ethanolu, malé množství glycerolu, 
octovou a jantarovou kyselinu a další alkoholy a estery.  
Saccharomyces cerevisiae tvoří heterothalické i homothalické kmeny. Vegetativně se 
rozmnožují pučením. Vinařské kmeny mají protáhlý elipsoidní tvar, vytváří stromečkové 
pseudomycelium, pravé hyfy nikoli. V kapalných roztocích se usazují na dno a na okrajích 
vytváří prstenec. [1, 2, 4, 12, 32] 
 
2.4 Molekulární metody 
 
2.4.1 DNA 
 
Molekuly DNA jsou tvořeny kombinací deoxyribonukleotidů čtyř typů – dAMP, dGMP, 
dTMP, dCMP – s malým výskytem nukleotidů s minoritními bázemi. U různých organismů je 
různé procentové zastoupení jednotlivých druhů nukleotidů, avšak v tkáních  každého jednice 
je stejné a nemění se stářím ani se změnami v okolí. Molekula DNA sestává ze dvou 
polydeoxyribonukleotidových řetězců stočených do pravotočivých šroubovic za vzniku 
dvojšroubovice – dihelixu (viz obrázek č. 6). Protilehlé báze dvou paralelních řetězců jsou 
spojeny vodíkovými můstky, a to tak, že adenin je vždy spojen dvěma vodíkovými můstky 
s thyminem a guanin třemi můstky s cytosinem, takže nastává párování A-T a G-C. Báze se 
mohou párovat jen tehdy, pokud jsou řetězce vůči sobě antiparalelní, tzn., že polarita jednoho 
řetězce DNA je opačná k polaritě druhého. Řetězce jsou zformovány tak, že pentózové kruhy 
a fosfátové zbytky jsou vně a báze míří dovnitř dvojšroubovice. Určitý úsek DNA představuje 
informaci o složení určité molekuly bílkoviny nebo ribonukleové kyseliny anebo má určitou 
regulační funkci a je označován jako gen.[3, 4, 14] 
 
 
Obrázek č. 6: Struktura molekuly DNA [4] 
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2.4.1.1 Replikace DNA 
 
Replikace DNA je zdvojení molekuly DNA. Oba řetězce DNA obsahují sekvence nukleotidů, 
které jsou navzájem přesně komplementární. Proto mohou obě vlákna sloužit jako templát 
(matrice, předloha) pro syntézu nového komplementárního řetězce. Obě nově vzniklé 
molekuly obsahují stejnou genetickou informaci a rovněž z  chemického hlediska jsou 
totožné. Každá z těchto molekul obsahuje tedy jeden řetězec původní a jeden nově 
syntetizovaný. Z tohoto důvodu se nazývá tento způsob replikace jako semikonzervativní.  
Princip replikace dvojšroubovice DNA je jednoduchý, avšak ve skutečnosti je to velmi složitý 
proces, který vyžaduje řadu enzymů, proteinů i RNA. Replikace začíná v replikačním počátku 
(definovaná sekvence nukleotidů), na který se váže iniciační protein. Ten rozvine 
dvojšroubovicovou strukturu přerušováním vodíkových můstků. Ačkoliv vodíkové můstky 
udílejí dvojšroubovici vysokou stabilitu, energie jednoho můstku je malá. Proto separace 
krátkého úseku DNA nevyžaduje velký přísun energie a může k ní docházet pomocí 
iniciačních proteinů i za normální teploty. Replikace je dvousměrná – od místa replikačního 
počátku se na obě strany molekuly rozšiřují tzv. replikační vidlice. Replikačních počátků má 
lidský genom až 10000, naopak bakteriální genom obsahuje pouze jeden jediný. 
V replikačních vidlicích jsou navázány proteiny replikačního aparátu, které se pohybují ve 
směru replikace a rozvíjejí dvojšroubovici za současné syntézy nového řetězce. Nové vlákno 
syntetizuje DNA-polymeráza, která je nejdůležitějším enzymem tohoto replikačního aparátu. 
Ta katalyzuje vznik fosfodiesterické vazby mezi 5´koncem volného 
deoxyribonukleotidtrifosfátu a 3´koncem rostoucího řetězce. Nové vlákno DNA tedy roste ve 
směru 5´→  3´. Jelikož však DNA polymerázy připojují nové nukleotidy vždy jen v jednom 
směru  (5´→  3´) a řetězce běží antiparalelně, je zřejmé, že replikace obou vláken musí 
probíhat odlišně. Bylo prokázáno, že na jednom vláknu probíhá syntéza normálně ve směru 
5´→  3´ (tzv. vedoucí vlákno) a na druhém řetězci probíhá v obráceném směru. Tato syntéza 
probíhá v malých úsecích (tzv. Okazakiho fragmentech) rovněž ve směru 5´→  3´. Tyto úseky 
pak spojuje DNA ligáza do souvislého vlákna, které se nazývá zpožďující řetězec. DNA 
polymeráza spustí polymeraci nukleotidů jen tehdy, je-li na řetězec navázán krátký 
komplmentární úsek RNA, tzv. primer (spouštěč syntézy). Primer spouští replikaci ve 
vedoucím vláknu a rovněž ve všech Okazakiho fragmentech.[3, 4, 14] 
 
2.4.1.2 Izolace DNA 
 
Nukleové kyseliny se izolují z biologického materiálu po rozrušení jeho struktur. Extrahuje se 
do vodných roztoků obsahujících pufr, který obsahuje tenzidy, jenž uvolňují nukleové 
kyseliny z vazby s bílkovinami. Dále pufr obsahuje deproteinační činidla (např. fenol, 
chloroform, chloristan sodný),  inhibitory enzymů štěpících nukleové kyseliny (nukleáz) a 
další látky. Z extraktu se nukleové kyseliny vysráží přidáním ethanolu. Již během extrakce se 
dají oddělit frakce DNA a RNA pomocí roztoků s různými koncentracemi solí a různým 
pH.[3] 
 
2.4.2 PCR – Polymerase Chain Reaction – Polymerázová řetězová reakce 
 
Polymerázová řetězová reakce byla vypracována pro potřeby analýzy genu a genové 
manipulace. Uplatnění této techniky je velmi široké - od základního výzkumu v molekulární 
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genetice, diagnostického použití pro detekci infekčního agens, přes amplifikaci DNA 
z paleontologických nálezů, až po využití v kriminalistice. Nevyžaduje žádný složitý aparát, 
pouze zvláštní DNA polymerázu a syntetické primery. Aby PCR mohla začít, je potřeba 
připravit syntetický primer. Tento primer je sekvencí 20-30 nukleotidů , která odpovídá 
sekvencím na koncích DNA segmentu, jenž má být namnožen. K dalším krokům je potřeba 
Taq polymeráza (DNA polymeráza), která se izoluje z termofilní bakterie Thermus aquaticus. 
Její optimální teplota je 72°C. Pro amplifikaci DNA se používá kolem 25 cyklů a při každém 
z nich se množství molekul zdvojnásobí oproti předchozímu cyklu. Každý cyklus začíná 
krátkým zahřátím směsi na 95°C, což má za následek denaturaci DNA na jednotlivé řetězce. 
Poté se roztok DNA ochladí na 50°C, aby se mohl navázat primer na příslušný 
komplementární úsek DNA (tzv. annealing). Posledním krokem je zvýšení teploty na 72°C, 
což je optimální teplota pro činnost Taq polymerázy, která započne polymeraci od 
navázaného primeru (tzv. prodloužení, extenze). Vznikají tak dvě kopie původního vzorku. 
Celý cyklus se znovu opakuje zahřátím směsi na 95°C. Výhodou je, že tato teplota Taq 
polymerázu nedenaturuje, čili se nemusí tento enzym přidávat v každém cyklu. Jeden cyklus 
trvá obvykle pár minut, proto celá PCR trvá zhruba dvě hodiny. Výchozím materiálem pro 
PCR může být jediná molekula DNA, nebo jedna molekula mezi miliony jiných – specifický 
primer si k replikaci molekulu sám vybere.[4, 27] 
 
 
Obrázek č. 7: Namnožení DNA pomocí PCR [14] 
 
Pro PCR jsou nezbytné tyto komponenty: 
 
1) vhodný úsek DNA, který slouží jako matrice pro syntézu nových řetězců DNA 
2) 2 primery složené z 20-30 nukleotidů, které musí být komplementární ke 3´koncovým 
sekvencím obou  komplementárních řetězců úseku, jenž má být amplifikován.[15] 
3) stabilní Taq polymeráza 
4) Mg2+ ionty – jsou nezbytné pro aktivitu DNA polymerázy a jejich koncentrace musí 
být optimalizována pro každou kombinaci templátů a primerů. Nízké koncentrace 
mohou polymerázu inaktivovat.[15] 
5) dNTP mix (směs všech 4 deoxyribonukleotidtrifosfátů - dATP, dCTP, dGTP, dTTP) – 
základní komponenty pro syntézu nové DNA. Příliš vysoké koncentrace dNTP 
vyvazují ze směsi Mg2+, čili působí inhibičně.[15] 
6) PCR pufr – vytváří optimální podmínky pro činnost DNA polymerázy a obsahuje 
Tris-HCl, KCl, MgCl2.[15] 
7) redestliovaná voda 
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2.4.2.1 Primery  
 
Efektivita PCR, výtěžnost a čistota jsou ovlivněny mnoha parametry. Rozhodující jsou 
zejména volba použitých primerů a annealingová teplota. Zda budou primery prodlužovány 
závisí na jejich  schopnosti se navázat se k sekvencím ohraničujícím úsek, který chceme 
amplifikovat. Pokud vybíráme primery, musíme zvážit následující faktory:[16, 17, 26] 
 
1) teplota tání oligonukleotidů 
2) délka primerů 
3) koncentrace primerů 
4) sekvence primerů (vyvážený poměr G/C a A/T párů, změna polohy, uzpůsobení bází) 
5) koncentrace solí v reakčním pufru 
6) stupeň čistoty primerů 
 
Typické primery mají 18-30 nukleotidů a obsahují asi 40-60 % G a C bází. Primery delší již 
nemají vyšší specifitu. Teplota tání obou primerů by měla být přibližně stejná, a to 55-65 °C. 
Pro výpočet teploty tání lze použít tyto rovnice: 
 
Pro primery kratší než 20 nukleotidů se používá tato rovnice: 
Tm (˚C) = 2 (počet A + T) + 4 (počet G + C) 
 
Pro primery s větším počtem nukleotidů tato rovnice: 
Tm = 81,5 + 16,6 (log [J+] + 0,41 (% G+C) – (600/l) – 0,63 (% FA) 
 
Kde je [J+]….koncentrace monovalentních kationtů (hlavně Na+) v roztoku 
l……..délka oligonukleotidů (hybridizující sekvence v párech bází) 
FA……formamid  
Pro PCR se za normálních podmínek formamid nepoužívá, proto lze poslední člen z rovnice 
vyřadit. 
Primery nemají být mezi sebou komplementární (především na 3´ konci), aby se při jejich 
nadbytku netvořily po překrytí 2-3 bází dimery primerů. Potřebná koncentrace primeru pro 
jednu reakci je 0,1 – 0,5 µmol.l–1. Vyšší koncentrace způsobují tvorbu nespecifických PCR 
produktů a nižší koncentrace mohou mít za následek malou výtěžnost produktů.[16, 20, 23]  
 
2.4.2.2 DNA polymeráza 
 
Úkolem DNA polymerázy je syntéza nových řetězců vybraných úseků dvouřetězcové DNA 
ve směru 5´→  3´. Vybraný úsek nukleotidové sekvence je vymezen připojením dvou 
primerů. Syntéza probíhá při teplotě 72 °C, která je pro činnost DNA polymerázy 
nejvhodnější. Schopnost DNA polymerázy správně prodlužovat primery závisí na koncentraci 
volných Mg2+ iontů, na poměru 4 deoxyribonukleotidtrifosfátů ve směsi, na pH apod. 
Optimální koncentrace volných Mg2+ iontů  je předpokladem úspěšné činnosti DNA 
polymerázy. Pokud je koncentrace příliš nízká, je výtěžek PCR velmi slabý nebo dokonce 
žádný a pokud je příliš vysoká, jsou fragmenty na gelu rozmazané nebo zdvojené díky 
amplifikaci nespecifických fragmentů.[17, 20, 21, 22, 26] 
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Nejčastěji se používají tyto polymerázy: 
Taq-DNA polymeráza – izolována s termofilní gramnegativní bakterie Thermus aquaticus. 
Nedenaturuje ani při teplotě 95°C, která se používá na začátku každého cyklu k oddělení 
jednotlivých řetězců DNA od sebe. Nemusí se tedy přidávat na začátku každého cyklu znovu. 
Polymerázová aktivita tohoto enzymu je pouze ve směru 5´→  3´, tudíž neumí opravovat 
chyby vzniklé při replikaci.[20, 22] 
 
VentTM DNA polymerasa – izolována z termofilní archeabakterie Thermococcus litoralis. Tato 
polymeráza je termostabilní a je schopna prodloužit templáty s více než 12 kbp. V porovnání 
s Taq polymerázou je tato mnohem přesnější díky své exonukleázové (korekční) aktivitě.[20] 
 
Pfu DNA polymerasa - izolována z hypertermofilní archeabakterie Pyrococcus furiosus (Pfu). 
Má  polymerázovou aktivitu (5' → 3') i exonukleázovou (korekční) aktivitu (3 '→ 5'). Při 
počátečních sub-optimálních podmínkách může korekční aktivita (3 '→ 5') způsobit 
modifikaci nebo úplnou degradaci primerů. Tento problém lze vyřešit použitím 
exonukleázově deficitních forem enzymů.[20] 
 
Tht DNA polymerasa – tato termostabilní polymeráza byla izolována spolu s dalšími 4 druhy 
DNA polymeráz z Thermus thermophilus, z toho 2 druhy se ukázaly jako vhodné pro použití 
při PCR. Rekombinantní Tht DNA polymerasa byla získaná modifikací DNA 
polymerasového genu Thermus thermophylus, který je klonován v E. Coli. Tyto polymerázy 
se mohou používat pro reverzní transkripci RNA za přítomnosti Mn2+ a při teplotě 70°C. Díky 
této schopnosti vzniká možnost přípravy cDNA. Tht DNA polymeráza je využívána pro RT-
PCR, což je metoda, která kombinuje reverzní transkripci a amplifikaci jejího produktu. 
Používá se k detekci, kvantifikaci, klonování a analýze genové exprese na úrovni 
RNA.[20,23] 
 
UlTmaTM DNA polymerasa – získána z hypertermofilní Gram-negativní eubakterie 
Thermatoga maritima. Vykazuje 3 '→ 5' korekční aktivitu a používá se při potřebě vysoké 
kvality PCR.[20,23] 
 
2.4.2.3 Faktory ovlivňující PCR 
 
Problémem metody PCR je její vysoká citlivost a specifita. Kontaminace i jedinou molekulou 
neznámé DNA může vytvořit falešný signál. Pro minimalizaci falešných pozitivních signálů 
byla vyvinuta řada standardních postupů, které zahrnují používání autoklávovaných roztoků a 
plastik (špičky, zkumavky), fyzikální separaci používaných PCR reagencií od templátové 
DNA a produktů PCR, přípravu reagencií a vzorků do alikvotních částí, používání UV světla 
v pracovních boxech, používání jednorázových rukavic, přidávání DNA do reakce jako 
poslední složky, pečlivou volbu pozitivních a negativních kontrol.[22] 
 
2.4.2.4 Přehled PCR metod 
 
K identifikaci kvasinek se metoda PCR kombinuje s dalšími metodami molekulární biologie: 
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RFLP – Restriction Fragment Lenght Polymorphism (Polymorfismus délky restrikčních 
fragmentů) – Metoda, při které se inkubují naamplifikované produkty získané při PCR 
s restrikčními enzymy (tzv.digesce). Při této několikahodinové inkubaci dojde k rozštěpení 
DNA na specifické nukleotidové sekvence.[11] 
 
PCR-fingerprinting – metoda otisku prstu užívající jednoduché opakující se primery (GAC)5, 
(GTG)5 a DNA bakteriofága M13 hlavní sekvence (GAGGGTGGXGGXTCT). Opakující se 
sekvence DNA, zejména GTC a GAC jsou zastoupeny v eukaryotech, včetně kvasinek. PCR-
fingerprinting je spolehlivý systém, díky kterému lze rozlišit tři blízké druhy kvasinek: Z. 
bailii, Z. bisporus, Z. lentus. Primer  (GTG)5 se používá k vytvoření databáze pro rychlou 
identifikaci nově izolovaných vzorků.[11] 
 
RAPD – Random amplified polymorphic DNA (Polymorfismus náhodně amplifikované 
DNA) – metoda užívající primery dlouhé přibližně 10 nukleotidů libovolné sekvence. 
Umožňuje rozlišovat třídy a podtřídy kvasinek a zároveň i malé rozdíly mezi jednotlivými 
kmeny stejného druhu. Používá se jeden nebo více primerů, které nasedají na více místech na 
obou řetězcích DNA. Výsledkem je amplifikace mnoha fragmentů s různými délkami, max. 
však 2000 bp.[11]  
 
AFLP – Amplified Fragment Lenght Polymorphism (Polymorfismus délky amplifikovaných 
fragmentů) – při této metodě se inkubuje DNA se dvěma restrikčními enzymy a poté se 
fragmenty prodlouží použitím specifických selektivních primerů. Metoda byla vytvořena pro 
screening kultivarů rostlin lišících se v agronomických rysech. Nyní se používá i pro určování 
mikroorganismů včetně kvasinek. AFLP je založené na principu selektivní amplifikace 
podskupiny restrikčních fragmentů ze směsi DNA fragmentů vznikajících digescí genomové 
DNA. Počet výsledných amplifikací závisí na organismu a oligonukleotidových primerech 
použitých v PCR. Rozlišení mohou být ovlivněna volbou restrikčních enzymů a selektivitou 
nukleotidových primerů, které se používají pro amplifikaci. Technika AFLP umožňuje lepší 
rozlišení mezi Z. bailii izoláty než fingerprinting s primerem (GTG)5. Výhodou metody AFLP 
je snadná opakovatelnost.[11] 
 
2.4.3 PCR-RFLP  
 
PCR-Restriction Fragment Lenght Polymorphism (Polymorfismus délky restrikčních 
fragmentů) je metoda schopna rozlišit druhy i kmeny kvasinek s vysokou přesností. Princip 
této metody spočívá ve dvou základních krocích – v prvním kroku metodou PCR 
naamplifikujeme specifický úsek DNA, který je ohraničený zvolenými primery a v druhém 
kroku inkubujeme tento PCR produkt s vybraným restrikčním enzymem. Inkubace probíhá 
přibližně 16 hodin při teplotě 37 °C a během této doby dojde k restrikci (naštípání) 
namnoženého úseku DNA pomocí restrikčních enzymů, které se naváží na specifické 
sekvence dvoušroubovice DNA a štěpí oba řetězce uvnitř nebo poblíž této sekvence. Místo 
štěpení DNA se nazývá restrikční místo. Počet a délka vzniklých fragmentů jsou pro každého 
jedince specifické a mohou se zviditelnit na 2% agarózovém gelu pomocí interkalárního 
barviva ethidium bromidu (viz obrázek č. 8). Například restrikční enzym MseI umožní 
odlišení druhů Pichia mambranifaciens (= Candida valida), Saccharomyces cerevisiae, 
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Yarrowia lipolytica, Zygosaccharomyces bailii a Zygosaccharomyces rouxii. Každý z těchto 
druhů má jedinečný profil.[11, 19] 
 
 
Obrázek č. 8 : Ukázka  agarózového gelu s fluoreskujícími fragmenty DNA při osvětlení UV 
světlem. 
 
2.4.3.1 Restrikční endonukleázy  
 
Enzymy štěpící vnitřní fosfodiesterové vazby polynukleotidového řetězce se nazývají 
restrikční endonukleázy. Jsou součástí tzv. restrikčně modifikačních mechanismů bakterií. 
Tento systém je zajišťován dvěma druhy enzymových aktivit – methylační a restrikční. 
Methylační aktivita chrání vlastní buněčnou DNA před degradací vlastními enzymy a 
restrikční aktivita katalyzuje štěpení cizorodé DNA, která není tímto způsobem v příslušných 
sekvencích modifikována. Funkcí restrikčních endonukleáz je rozpoznání specifických 
sekvencí (obvykle 4 – 8 nukleotidových párů) v dvouřetězcové molekule DNA a štěpení obou 
řetězců v těchto specifických místech nebo poblíž nich. Existují 3 typy restrikčních 
endonukleáz. Endonukleázy I. typu rozeznávají nemethylovanou sekvenci nukleotidů a štěpí 
DNA v určité vzdálenosti od rozpoznané sekvence. Štěpení je nespecifické, proto se tyto 
enzymy nemají praktické využití při genových manipulacích. Nejvhodnější pro klonování 
jsou endonukleázy II. typu. Jsou přísně specifické a rozpoznávají sekvence symetrické 
sekvence (tzv. palindromové sekvence). Jedná se o úseky dvouřetězcové DNA, které mají 
v obou vláknech opačně orientovanou sekvenci (viz obrázek č. 9). 
 
Obrázek č. 9 : Příklad palindromové sekvence a jejího štěpení enzymem EcoRi [21] 
 
Endonukleázy III. typu nenašly díky určité nespecifičnosti a nedostatku informací o 
mechanizmu štěpení uplatnění v molekulární genetice stejně jako endonukleázy I. typu. 
Rozpoznávají specifické sekvence, které však nemusí být vždy symetrické.  
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Restrikční endonukleázy II. typu se dále liší způsobem štěpení DNA na tři skupiny: 
1) Štěpení, poskytující jednovláknové úseky, které přečnívají na 5´koncích. Vznikají tak 
tzv. kohézní (lepivé) konce, které se mohou navázat na komplementární úseky jiného 
fragmentu, jenž vznikl po působení stejného enzymu. Výsledkem jsou tzv. 
rekombinované molekuly. Do této skupiny patří EcoRI. 
2) Štěpení, jehož výsledkem je vznik úseků přečnívajících na 3´koncích, rovněž 
umožňuje snadné navázání fragmentů štěpených stejným enzymem nebo enzymy 
poskytující alespoň částečně komplementární úseky. Do této skupiny patří enzym 
PvuI. 
3) Štěpení, po kterém zůstávají zarovnané (tzv. tupé) konce. Vznikají uprostřed cílové 
sekvence. Enzymy náležící do této skupiny vytváří fragmenty vzájemně kompatibilní. 
Jejich spojení není však snadné jako u fragmentů vznikajících činností enzymů 
předešlých dvou skupin.[13, 21, 24, 25] 
 
2.4.4 Detekce PCR produktů a zónová elektroforéza 
 
Detekci PCR produktů lze provádět pomocí elektromigračních (elektroforetických metod). 
Jsou to metody, které využívají k separaci pohyb nabitých částic v elektrickém poli. Pokud 
jsou látky nesoucí náboj rozpuštěny v elektrolytu a umístěny v elektrickém poli, začnou se 
pohybovat konstantní rychlostí úměrnou velikosti jejich nábojů. Anionty putují k anodě a 
kationty ke katodě. [23]  
Rychlost může být vyjádřena vztahem[23]: 
 v = µe E 
 
kde v  rychlost iontu 
 µe  elektroforetická pohyblivost 
 E  intenzita elektrického pole 
 
 
 
 
Mobilita (pohyblivost)může být vyjádřena vztahem[23]: 
 
µe  = q/6 πηr 
 
kde q  náboj iontu 
 η  viskozita roztoku 
 r  poloměr iontu  
 
Z této rovnice vyplývá, že malé částice s velkým nábojem mají velkou pohyblivost a naopak. 
Mobilita je závislá na pH a pufru, který použijeme. Pokud budou mít separované látky 
dostatečně odlišné pohyblivosti, je zaručena úspěšná separace. Separační techniky byly 
rozděleny do 4 skupin.[23]: 
 
1) volná elektroforéza – elektroforéza s pohyblivým rozhraním 
2) zónová elektroforéza – elektroforéza na nosičích 
  32
3) rovnovážná elektroforéza se 2 základními technikami: 
- izoelektrická fokusace 
- izotachoforéza  
 
Zónová elektroforéza 
 
Je metoda, kterou lze použít pro analytické a preparativní účely. Provádí se na nosičích 
uspořádaných do sloupce nebo rozprostřených na ploše (např. sklo). Uspořádání nosiče do 
sloupce, neboli sloupcová elektroforéza, se používá k preparativním účelům. Plošné 
uspořádání je vhodné pro analytické účely. V současnosti se používají nejvíce gelové 
materiály, např. agarózový gel, škrobový gel a polyakrylamidový gel. Nosiče musí být 
hydrofilní, nerozpustné ve vodě a s co nejmenšími adsorpčními schopnostmi. Při použití gelu 
se uplatňuje i separace látek ze směsi na principu molekulárního síta, kdy jsou molekuly ve 
svém pohybu omezovány přítomným gelem a záleží na velikosti pórů v gelu jaká bude 
rychlost  pohybu. Velké molekuly putují pomaleji a naopak, proto separace probíhá nejen na 
základě velikosti náboje, ale i na základě velikosti molekuly. K identifikaci a separaci 
fragmentů DNA se používá právě agarózový nebo polyakrylamidový gel. Agar, který se 
používá na výrobu gelů, se skládá z agarózy a agaropektinu. Správné dělení fragmentů o 
různých molekulových hmotnostech závisí na volbě koncentrace a velikosti gelu.[23] 
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
 
3.1 Chemikálie, suroviny a přístroje 
 
3.1.1 Chemikálie 
 
agaróza Eliphore, sladina (pivovar Brno) 
ethanol 96%, hydroxid sodný, octan sodný, kyselina chlorovodíková, uhličitan sodný 
komerční sada Ultra CleanTM Microbial DNA Isolation Kit (Elizabeth Pharmacon spol. s.r.o., 
ČR) 
komponenty pro PCR: Taq DNA polymerasa, 10x pufr (pro PCR mix), primery (ITS1,ITS4), 
dNTP mix (Invitek, Německo) 
nanášecí pufr (Fermentans, Litva), restrikční endonukleasy- MseI, HaeIII, HinfI, AluI 
délkové standardy: 20 bp, 100 bp (Elizabeth Pharmacon s.r.o., ČR), délkový standard 100 bp 
Plus (Fermentans, Litva) 
Tris (hydroxymethyl) aminomethan C4H11NO3 (Serva Bitech, Německo), H3BO3, sodná sůl 
kyseliny ethylendiaminotetraoctové EDTA (Sigma Aldrich s.r.o., ČR) 
ethidium bromid 
 
3.1.2 Suroviny 
 
Bílé víno - odrůda Veltlínské zelené, soukromý vinař p.Šťavík, Velké Pavlovice 
39 kmenů kvasinek: Sbírka kultur kvasinek (CCY, Chemický ústav SAV, Bratislava) 
 
3.1.3 Přístroje a zařízení 
 
mikropipety Biohit (Biotech s.r.o., ČR), mikropipety Nichpetex ( Nichrio, Japonsko)        
minicentrifuga National LABNET C- 1200 (BIOtech s.r.o., ČR) 
centrifuga eppendorf 5417 R (Eppendorf AG, Německo) 
termostat IP 100- U LTE SCIENTIFIC, (Velká Británie) 
termocyklér PTC-100TM, MJ Research, Inc, USA) 
vortex - Genie 2, MO Bio  
PCR box - AURA MINI (Bioair instruments, Itálie) 
elektroforetická vana ( Owl separation systeme, model - B2, (Biotech s.r.o., ČR) 
zdroj napětí – SAVANT PS 250, (Biotech s.r.o., ČR) 
mikrovlnná trouba ETA 1195 (ČR) 
analytické váhy (A&D, Instruments LTD, Japonsko) 
předvážky EK-600 H (A&D, Instruments LTD, Japonsko) 
transluminátor (Ultra Lum. INC, USA) 
software Scion Image (Biotech s.r.o., ČR) 
třepačka (Heidolph, Německo) 
spektrofotometr DU 7400 (Beckman, USA) 
exsikátor 
sterilní box pro mikrobiologickou práci 
parafilm (American Nacional CanTM, USA) 
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laboratorní sklo, mikrozkumavky Eppendorf, plastové Petriho misky, bakteriologické kličky, 
buničitá vata 
parafin, střičky s destilovanou vodou, sterilní voda, stojan, kahan, nůžky, lepící pásky 
 
3.2 Odběry vzorků z listů, bobulí a moštu vinné révy 
 
Z různých míst vinice ve Velkých Pavlovicích byly odebírány vzorky bílého vína, odrůdy 
Veltlínské zelené. Odebráno bylo vždy po třech vzorcích z listů a bobulí a vybraná místa byla 
pro tyto odběry stejná. 
 
Datum odběru: 26.9. 2006 
Čas odběru: 14:15 
Teplota: 27 °C 
 
Do sterilní sklenice byly sterilním nožem odříznuty 2-3 listy vinné révy. Nůž byl mezi 
jednotlivými odběry dezinfikován ethanolem. Listy byly zpracovány v den odběru 
v laboratoři.  
  
Bobule byly opět odříznuty sterilním nožem a vloženy do sterilních sklenic s víčkem. Nůž byl 
dezinfikován ethanolem před každým odběrem. Střapce byly zpracovány v den odběru 
v laboratoři. 
 
Vzorky moštu byly odebírány po dobu 14 dnů v různých technologických fázích výroby vína. 
Odběry probíhaly do předem vysterilizovaných zavařovacích sklenic. Odebrané vzorky byly 
uchovány v ledničce při teplotě 7 °C a do 24 h zpracovány.  
 
3.3 Izolace čisté kultury kvasinek 
 
3.3.1 Příprava živných půd 
 
Pro izolaci čisté kultury kvasinek byly ze sladiny připravovány tekuté půdy, tuhé půdy a 
šikmé  agary. 
 
3.3.1.1 Příprava sladinových ploten a tekutých živných médií 
 
Bylo odměřeno 200 ml pivovarské sladiny z pivovaru Starobrno do odměrného válce o 
objemu 500 ml. Poté byl válec doplněn vodou na cukernatost 7 °ČSN. Cukernatost byla 
změřena cukroměrem. Následně bylo upraveno uhličitanem sodným pH na hodnotu 6,8 a 
roztok byl přelit do Erlenmeyerových baněk, kam byl  přidán agar (2 % hm). Roztok byl 
promíchán, vysterilován v tlakovém hrnci (20 minut) a po vychladnutí na 60 °C bylo přidáno 
antibiotikum (250 µg/l) proti nežádoucímu růstu bakterií a kyselina propionová (0,25 ml/l) 
proti nežádoucímu růstu plísní. Poté bylo živné médium rozlito do Petriho misek. Tekutá 
půda byla připravena analogicky s tím rozdílem, že do ní nebyl přidán agar. 
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3.3.1.2 Příprava šikmých agarů 
 
Do zkumavek byla nalita rozvařená sladina do ¼ objemu, zkumavky byly zazátkovány a 
vysterilovány v tlakovém hrnci po dobu 20 minut. Po vytáhnutí z hrnce se nechaly ztuhnout 
v šikmé poloze při laboratorní teplotě. 
 
3.3.2 Izolace kvasinek z listů 
 
Do zkumavek s obsahem tekuté sladinové půdy byly za sterilních podmínek pinzetou 
natrhány listy vinné révy. Vzorky byly kultivovány při laboratorní teplotě 9 dnů. Po 9 dnech 
se ve zkumavkách nacházel sediment namnožených buněk a povlak vláknitých hub. Tento 
povlak byl spolu s listy opatrně vyjmut ze zkumavky sterilní pinzetou a ze sedimentu bylo 
odebráno množství 0,3 ml, přendáno na Petriho misku s klutivačním médiem, kyselinou 
propionovou a antibiotikem a rozetřeno hokejkou. Kultivace na misce probíhala 2-3 dny při 
teplotě 26 °C. Poté byly kultury naneseny na šikmý agar a po nárůstu přečištěny Kochovou 
zřeďovací metodou. 
 
3.3.3 Izolace kvasinek z bobulí 
 
Z každého vzorku hroznového vína bylo odebráno ve sterilním boxu 20 bobulí. Ty byly 
přidány ke tekuté živné půdě do Erlenmayerových baněk, uzavřeny a ponechány kultivovat 
při teplotě laboratoře. Po 9 dnech byla kultivace ukončena a z baňky bylo přeneseno 0,3 ml 
sedimentu na připravenou Petriho misku se sladinovou půdou. Všechny připravené kultury 
byly poté kultivovány v termostatu po 2-3 dny při teplotě 26 °C. Po ukončení kultivace byly 
přeočkovány na šikmé agary a opět vloženy za stejných podmínek do termostatu. Získané 
kultury byla přečištěny Kochovou zřeďovací metodou. 
 
3.3.4 Izolace kvasinek z moštu 
 
Ve sterilním boxu byly odebrané vzorky po promíchání přefiltrovány přes bakteriologické 
filtry. Filtry byly sterilní pinzetou přeneseny na Petriho misky se sladinou. Takto připravené 
misky byly kultivovány v termostatu při 26 °C po dobu 2-3 dny. Získané kultury byly 
přečištěny několikrát Kochovou zřeďovací metodou.  
 
3.3.5 Kochova zřeďovací metoda 
 
Tato metoda byla použita ke získání čistých kultur kvasinek z kultur směsných, které byly 
získány kultivací v termostatu. Ve sterilním boxu byly nachystány 3 zkumavky – do dvou 
prvních zkumavek bylo odměrným válcem nalito po 10 ml sterilní vody a do poslední 
zkumavky pouze 9 ml. Z Petriho misky se směsnou kulturou byla odebrána 2 očka pomocí 
bakteriologické kličky a přenesena do první zkumavky s 10 ml sterilní vody. Obsah 
zkumavky byl promíchán na vortexu a poté bylo z této zkumavky odebráno mikropipetou 
50 µl a přeneseno do další zkumavky s 10 ml sterilní vody. Obsah zkumavky byl opět 
důkladně promíchán. Z této suspenze bylo odlito přibližně 1-2 ml do třetí zkumavky s 9 ml 
vody. Po promíchání bylo ze zkumavky odebráno mikropipetou 50 µl suspenze, přeneseno na 
Petriho misku se sladinou, rozetřeno hokejkou a vloženo do termostatu. V termostatu byly 
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misky inkubovány 2-3 dny při 26 °C. Tento postup byl opakován několikrát, dokud nebyly 
získány čisté kultury kvasinek za současného kontrolování pomocí mikroskopu. Získané čisté 
kultury byly naneseny na šikmé agary, přelity sterilním parafínem a ponechány v chladničce 
při 7 °C. 
 
3.4 Izolace DNA z kvasinek 
 
Kvasinková DNA byla vyizolována pomocí komerční sady Ultra Clean MO BIO kit. Z čisté 
kultury kvasinek, která byla získána Kochovou zřeďovací metodou, byla sterilní kličkou 
odebrána dvě očka kultury a přenesena do rozbíjecí mikrozkumavky (MicroBead tube) 
s 300 µl rozbíjecího pufru (MicroBead Solution). Obsah mikrozkumavky byl krátce 
promíchán na vortexu a poté bylo přidáno 50 µl roztoku MD1. Mikrozkumavka byla vložena 
v horizontální poloze na vortex a promíchávána při nejvyšších otáčkách 10 minut. Poté 
následovala centrifugace při 10 000 ot./min po 30 s. Suspenze byla přenesen do čisté 2 ml 
mikrozkumavky, kam bylo v dalším kroku přidáno 100 µl MD2. Opět byl obsah 
mikrozkumavky promíchán na vortexu a poté inkubován 5 minut při 4 °C. Po inkubaci 
následovala centrifugace při 10 000 ot./min. po dobu 1 minuty. Supernatant byl přenesen do 
čisté mikrozkumavky a bylo k němu přidáno 900 µl roztoku MD3. Směs byla promíchána na 
vortexu. Z této suspenze bylo odebráno 700 µl do čisté mikrozkumavky s vloženou kolonkou, 
která zajišťuje přečištění vyizolované DNA. Poté byla mikrozkumavka centrifugována při 
10 000 ot./min po dobu 1 minuty. Po centrifugaci byl odstraněn filtrát a do mikrozkumavky 
byl přenesen zbytek suspenze získané v předešlém kroku. Následovala opět centrifugace při 
10 000 ot./min po dobu 1 minuty a odstraněni filtrátu. Do středu kolonky bylo napipetováno 
300 µl MD4, obsah zkumavky byl centrifugován 30 s a filtrát byl odstraněn. Poté byla 
mikrozkumavka ještě jednou centrifugována při 10 000 ot./min, tentokrát 1 minutu. V dalším 
kroku byla kolonka s DNA přenesena do čisté mikrozkumavky a bylo přidáno 50 µl roztoku 
MD5. Mikrozkumavka byla naposledy centrifugována 1 minutu, poté byla kolonka 
odstraněna a vyizolovaná DNA uchována při teplotě -20 °C do dalšího zpracování. 
Koncentrace a čistota vyizolované kvasinkové DNA byla změřena spektrofotometricky 
(podrobněji v kapitole 4.2).  
 
3.5 Použití metody PCR 
 
Pro restrikční analýzu bylo nutné pomocí vhodných primerů naamplifikovat dostatečné 
množství DNA. K amplifikaci byla použita DNA, která byla vyizolována v předešlých 
krocích a uchována při -20 °C.  
 
3.5.1 Příprava chemikálií a roztoků pro PCR 
 
3.5.1.1 Příprava Tris-borátového pufru (TBE) 
 
Příprava zásobního roztoku (10x TBE) – bylo odváženo 108 g Tris a 55 g kyseliny borité. 
K těmto chemikáliím bylo přidáno 40 ml 0,5 M roztoku EDTA o pH 8 a vše bylo v odměrné 
baňce o objemu 1 l doplněno destilovanou vodou po rysku.  
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0,5 M roztok EDTA pH 8,0 – bylo naváženo 9,36 g EDTA do 50 ml odměrné baňky a 
doplněno destilovanou vodou po rysku. Dále bylo upraveno pH na hodnotu 8,0 pomocí 0,5% 
roztoku NaOH. 
 
Příprava pracovního roztoku (1x TBE) ze zásobního roztoku (10x TBE) – ze zásobního 
roztoku bylo odpipetováno 100 ml do odměrné baňky o objemu 1 l a doplněno destilovanou 
vodou po rysku. Dále bylo přidáno 100 µl fluorescenčního barviva ethidium bromidu 
(výsledná koncentrace byla 1 mg/l). Tento roztok sloužil jako elektrolyt na elektroforézu. 
 
Příprava pracovního roztoku (1x TBE) bez ethidium bromidu – ze zásobního roztoku bylo 
odpipetováno 100 ml do odměrné baňky o objemu 1 l a doplněno destilovanou vodou po 
rysku. Tento roztok sloužil pro přípravu agarózového gelu. 
 
3.5.1.2 Příprava roztoku ethidium bromidu  
 
Bylo naváženo 10 mg ethidium bromidu a rozpuštěno v 1 ml destilované vody. Vznikl tak 
roztok o koncentraci 10 mg/ml. Roztok byl promíchán na vortexu a uložen v chladničce při 
4 °C. Při práci s EtBr je nutné dodržovat bezpečnostní předpisy, protože se jedná o silný 
mutagen, který proniká do organismu. 
 
3.5.1.3 Příprava 0,7 % agarózového gelu 
 
Bylo naváženo 2,1 g agarózy a zalito 300 ml pracovního roztoku TBE bez ethidium bromidu. 
Směs byla 5x přivedena v mikrovlnné troubě k varu, až se agaróza úplně rozpustila. Poté se 
nechala vychladnout na teplotu 60 °C. Podle velikosti elektroforetické vany byla agaróza 
odměřena odměrným válcem, přidáno fluorescenční barvivo ethidium bromid (podle objemu 
množství agarózy), vše důkladně promícháno a nalito do vany, která byla předem vyvážena. 
Do nalitého gelu byly vloženy hřebeny, které po ztuhnutí gelu vytvoří jamky na nanášení 
jednotlivých vzorků. Takto připravený gel byl ponechán 30 minut při pokojové teplotě a poté 
ještě 30 minut v chladničce do úplného ztuhnutí.  
 
3.5.1.4 Příprava délkového standardu (100+ bp) 
 
Délkový standard byl připraven podle návodu od výrobce. 
Směs délkového standardu obsahovala: 
1 µl DNA délkového standardu (DNA Ladder) 
1 µl 6x koncentrovaného barvícího roztoku (6x Gel Dye Solution)                                                        
1 µl nanášecího pufru (Loading buffer) 
4 µl sterilní destilované vody 
Na každý agarózový gel byl délkový standard nanášen 2x – do první jamky a do poslední 
jamky. Bylo to prováděno z důvodu snadnější identifikace vzorků. Standard byla nanášen 
mikropipetou v množství 5 µl, na každý gel byla tedy spotřeba délkového standardu 10 µl. 
Byl proto připravován ve větším množství na několik elektoroforéz do zásoby.  
 
 
  38
 
Obrázek č. 10: Délkový standard 100+ 
 
3.5.2 Příprava reakční směsi po PCR 
 
Reakční směs pro PCR (tzv. mastermix) byla připravována ve stanoveném pořadí, pro každý 
vzorek DNA v množství 150 µl. Toto množství bylo zvoleno pro získání dostatečného 
množství DNA.  
Složení mastermixu a pořadí jednotlivých komponent pro jeden vzorek DNA : 
1) sterilní voda .....................123 µl 
2) 10x PCR pufr .....................15 µl 
3) DNTP mix........................... 3 µl 
4) primer 1 (ITS1, SCN1)......1,5 µl 
5) primer 2 (ITS2, SCN2)......1,5 µl 
6) templátová DNA...................3 µl 
7) Taq-polymeráza................... 3 µl 
 
Podle stanoveného pořadí byly nejprve smíchány složky 1 až 5 a jejich množství bylo 
vynásobeno počtem vzorků. Směs byla promíchána na vortexu a rozpipetována do 
jednotlivých popsaných mikrozkumavek. Poté byla do každé zkumavky přidána templátová 
DNA a nakonec Taq-polymeráza. Každá mikrozkumavka byla pečlivě promíchána na vortexu 
a vložena do termocykléru. Příprava mastermixu byla prováděna ve sterilním boxu a 
jednotlivé složky byly po celou dobu přípravy uchovávány v chladícím stojanu, aby nedošlo 
k jejich znehodnocení.  
 
3.5.3 Činnost termocykléru 
 
PCR probíhá v periodicky se opakujících třech cyklech – denaturaci templátové DNA, 
připojení primerů a syntéze vlákna DNA. V prvním kroku se zvýší teplota v termocykléru na 
94 °C a dojde k rozpletení dvoušroubovice DNA. Tento krok trvá 1-5 minut. V druhém kroku, 
který se nazývá annealing, dochází k připojení primerů při teplotě 55 °C. Tato teplota je dána 
výrobci primerů a je závislá na délce oligonukleotidů a zastoupení jednotlivých párů. Ve třetí, 
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syntetické fázi, dochází ke zvýšení teploty na 72 °C a připojování jednotlivých 
deoxynukleotidů pomocí Taq-polymerázy (jedná se o extenzi připojených primerů).  
 
3.5.4 Detekce produktů PCR pomocí elektroforézy 
 
Do elektroforetické vany s připraveným 0,7 % agarózovým gelem byl nalit pracovní roztok 
TBE s ethidium bromidem. Poté byly postupně do jamek nanášeny vzorky v množství 8 µl 
tak, že nejprve byly na papírek naneseny 2 µl vzorkového pufru (Loading buffer), k němu 
napipetováno 10 µl amplifikované DNA, promícháno opakovaným nasáváním pomocí  
mikropipety a z této směsi odebráno 8 µl a vneseno do jamky. Tímto způsobem byly na gel 
naneseny všechny vzorky amplifikované DNA, délkové standardy na začátek a konec řádku 
s jamkami a negativní kontrola. Poté byla vana připojena ke zdroji napětí. Elektroforéza 
probíhala při 65 V přibližně 2 hodiny. Po skončení byl gel vložen do transluminátoru, kdy byl 
výsledek detekován pomocí UV záření, obraz vyfocen v programu Scion Image a uložen. 
 
3.6 Použití metody PCR-RFLP 
 
Metoda PCR-RFLP může být shrnuta do následujících kroků: 
- amplifikace vyizolované DNA pomocí metody PCR 
- elektroforetická detekce amplifikovaných fragmentů 
- přečištění amplifikované DNA 
- restrikční analýza produktu PCR 
- elektroforetická detekce restrikčních fragmentů 
 
3.6.1 Příprava chemikálií a roztoků pro přečištění DNA a detekci restrikčních 
fragmentů 
 
- octanový pufr 
- 2 % agarózový gel 
- délkové standardy 20 bp a 100 bp 
- Tris-borátový pufr (10x TBE zásobní), (1x TBE pracovní ) a (1x TBE pracovní bez 
EtBr) – příprava viz kapitola 3.5.1.1 
- fluorescenční barvivo ethidium bromid –  příprava viz kapitola 3.5.1.2 
 
3.6.1.1 Příprava octanového pufru 
 
Do kádinky bylo naváženo 2,46 g CH3COONa a rozpuštěno v destilované vodě. U roztoku 
bylo upraveno pH na 5,5 pomocí koncentrované HCl. Vše bylo převedeno do odměrné baňky 
o objemu 10 ml a doplněno destilovanou vodou po rysku. Připravený octanový pufr byl 
rozpipetován do mikrozkumavek pro snadnější používání a uchováván v chladničce při 4 °C. 
 
3.6.1.2 Příprava 2 % agarózového gelu 
 
Do Erlenmeyerovy baňky bylo naváženo 6 g agarózy a zalito 300 ml pracovního TBE pufru 
bez EtBr. Směs byla v mikrovlnné troubě přivedena 5x k varu, až se agaróza úplně rozpustila. 
Další postup je totožný s postupem přípravy 0,7 % agarózového gelu viz kapitola 3.5.1.3 
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3.6.1.3 Příprava délkových standardů  
 
Délkové standardy byly připraveny podle návodů od výrobce. 
Složení směsi délkového standardu 20 bp: 
- 0,75 µl délkového standardu 20 bp 
- 1 µl vzorkového pufru (Loading buffer) 
- 4,25 µl sterilní destilované vody 
-  
Složení směsi délkového standardu 100 bp: 
- 1,6 µl délkového standardu  
- 2,5 µl vzorkového pufru (Loading buffer) 
- 10,9 µl sterilní destilované vody 
 
Standardy byly připravovány ve větších množstvích a uchovávány při -20 °C. 
 
3.6.2 Přečištění PCR produktu 
 
Přečištění PCR produktu bylo provedeno k odstranění inhibujících látek. Nejprve byly 
produkty rozmraženy a poté z nich bylo odpipetováno 20 µl amplifikované DNA do 
popsaných eppendorfových mikrozkumavek. Ke každé DNA byly přidány 2 µl octanového 
pufru, mikrozkumavky byly promíchány na vortexu a po promíchání bylo do každé 
napipetováno 60 µl 96% ethanolu. Mikrozkumavky byly opět promíchány a poté vloženy na 
20 minut do mrazáku (-20 °C). V dalším kroku byly vzorky naskládány do centrifugy a 
odstředěny při 15 000 ot./min po dobu 30 minut. Po odstředění byl supernatant vylit a do 
mikrozkumavek bylo napipetováno po 60 µl 80% ethanolu. Následovala opět centrifugace za 
stejných podmínek. Vzniklý supernatant byl odstraněn, mikrozkumavky s přečištěnou DNA 
byly vysušeny v exsikátoru a poté uskladněny v mrazáku při -20 °C.  
 
3.6.3 Restrikční analýza 
 
Pro každý vzorek pro restrikční analýzu byla připravena směs o tomto složení a množství: 
 
1) sterilní destilovaná voda                                                       13 µl 
2) pufr pro danou restriktázu                                                    1,5 µl 
3) enzym (restriktáza – HinfI, MseI, HaeIII, AluI,)        0,5 µl 
Celkový objem této směsi činil 15 µl. 
 
Směs pro restrikční analýzu byla připravována podle pokynů výrobce a za sterilních 
podmínek v pracovním boxu. Nejprve bylo vypočítáno množství směsi podle počtu vzorků, 
které měli být analyzovány. Poté byla směs rozpipetována do jednotlivých mikrozkumavek 
s přečištěným PCR produktem, mikrozkumavky byly promíchány na vortexu při nízkých 
otáčkách a vloženy do termocykléru. Program a tedy doba trvání restrikční analýzy byl 
nastaven podle pokynů výrobců jednotlivých enzymů. U všech použitých enzymů – HinfI, 
HaeIII, AluI a MseI – byla nastavena inkubační teplota na 37 °C a doba trvání 16 hodin. 
Enzymy HinfI a HaeIII vyžadovaly po skončení inkubační doby inaktivační krok – teplotu 
80 °C po 20 minut a enzymy AluI a MseI pouze 65 °C po 20 minut. Po uplynutí této doby 
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byly restrikční fragmenty detekovány elektroforézou na 2% gelu. Detekce restrikčních 
fragmentů probíhala stejným způsobem jako detekce PCR fragmentů, která byla popsána 
v kapitole 3.5.4, avšak byly použity délkové standardy 100+, 100 a 20 bp. Po skončení 
elektroforézy byly vytvořené fragmenty DNA detekovány pomocí UV záření 
v transluminátoru a obraz byl vyfocen v programu Scion Image, aby mohl být později 
vyhodnocen.  
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4 VÝSLEDKY A DISKUZE 
 
4.1 Izolace čisté kultury kvasinek 
 
Pomocí desítkové zřeďovací metody byly vzorky několikrát přečištěny – až po získání čistých 
kultur, které byly pečlivě označeny a dále uchovávány na šikmých agarech při 4 °C. 
V několika případech došlo k znehodnocení vzorků porostem vláknitých hub, případně  
kultury vůbec nenarostly. Nejvíce se tento problém vyskytoval u vzorků bobulí a listů, pro 
další práci byly vybrány pouze 2 vzorky bobulí a 2 vzorky listů. Ze vzorků moštu bílého vína  
bylo vybráno 30 vzorků z různých fází kvašení, přičemž do mé diplomové práce bylo 
zahrnuto 13 vzorků z počátečních fází kvašení. Vzorky z dalších fází výroby vína jsou 
předmětem jiné diplomové práce.Všechny mé vzorky a jejich označení jsou uvedeny 
v tabulce č. 2.   
 
4.2 Typové kvasinky použité pro analýzu 
  
Pro tuto diplomovou práci bylo použito 39 vzorků typových kvasinek, které byly získány ze 
sbírky kultur kvasinek z Chemického ústavu v Bratislavě. Sloužily k porovnávání a hledání 
podobností s vybranými vzorky. Souhrn typových kvasinek a jejich označení jsou uvedeny 
v příloze.   
 
4.3 Izolace DNA  
 
Z vybraných vzorků byla pomocí komerční sady Ultra Clean MO BIO kit vyizolována DNA a 
uchovávána pro další experimenty při teplotě -20 °C. Koncentrace DNA byla změřena 
spektrofotometricky a  vypočtena podle následujícího vztahu [28]: 
 
1A (absorbanční jednotka) . . . . . . . . . . . . . . 50 µg/ml 
A260-350 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .    x µg/ml 
 
Absorbance u všech vzorků byla měřena při 260 a 350 nm. 
Při výpočtu bylo nutné zohlednit zředění vzorků DNA sterilní vodou v poměru 1:2 (20 µl 
DNA + 40 µl H2O). Označení vzorků a vypočítané koncentrace jsou uvedeny v tabulce č. 2. 
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Tabulka č. 2: Označení vzorků po izolaci DNA a vypočítané koncentrace 
Den odběru Původní 
označení 
vzorku 
Označení po 
izolaci DNA 
A260 A350 Koncentrace 
DNA [µg/ml] 
BVL(1.26.9.) 1L 0,1626 0,1409 3,26 
BVL(2.26.9.) 2L 0,1704 0,1657 0,71 
BVB(1.26.9.) 1B 0,0847 0,0286 8,42 
26.9.2007 
BVB(2.26.9.) 2B 0,1486 0,0933 8,30 
(2.7.10.) 83 0,1315 0,0796 7,79 
(2.7.10.) 106 0,0659 0,0288 5,57 
7.10.2007 
(2.7.10.) 107 0,1232 0,1096 2,04 
(2.9.10.) 70 0,1111 0,0627 7,26 
(2.9.10.) 9 0,0503 0,0216 4,31 
9.10.2007 
(3.9.10.) 6 0,0908 0,0390 8,82 
(1.11.10.) 104 0,0564 0,0244 4,80 
(2.11.10.) 30 0,0744 0,0201 8,15 
(3.11.10.) 33 0,0709 0,0506 3,05 
11.10.2007 
(3.11.10.) 40 0,0976 0,0638 5,07 
(1.13.10.) 7 0,0922 0,0644 4,17 
(3.13.10.) 62 0,2018 0,1300 10,77 
(3.13.10.) 102 0,1129 0,0292 12,56 
13.10.2007 
 Průměrná koncentrace DNA:       6,18   
 
4.4  Analýza vzorků pomocí metody PCR 
 
Pro analýzu vzorků metodou PCR byla připravena směs o celkovém objemu 150 µl (popsáno 
v kapitole 3.5.2). Do této směsi byly přidány 3µl vyizolované DNA, což je množství 
postačující, neboť bylo experimentálně zjištěno, že pro stanovení fragmentu DNA 
jednotlivých kmenů stačí již 10 ng vyizolované DNA.  
 
4.4.1  PCR s použitím primerů ITS1 a ITS4 
  
Pro analýzu byly vybrány primery ITS1 a ITS4, které se ukázaly vhodné pro všechny 
analyzované vzorky s výjimkou vzorku č.8, který se nenaamplifikoval. Tento vzorek byl pro 
další práci vyřazen. Funkčnost těchto primerů již byla ověřena v diplomových pracích 
z předešlých let.  
 
Tabulka č. 3 Primery použité k analýze 
Primer Sekvence 
ITS1 5' - TCC GTA GGT GAA CCT GCG G - 3' 
ITS4 5' - TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC - 3' 
 
Produkty získané po PCR byly detekovány gelovou elektroforézou (na 0,7% agarózovém 
gelu) a vyhodnoceny porovnáním s délkovým standardem 100+ bp. Elektroforéza probíhala 
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při 65 V přibližně 2 hodiny. Zkratka NK znamená negativní kontrola, která se provádí pro 
ověření čistoty práce (do PCR směsi byla namísto DNA přidána sterilní voda). 
 
 
 
Obrázek č. 11: Elektroforéza po PCR  s použitím primerů ITS1 a ITS4 vzorků 106, 104, 102, 
107, 33, 30, 9, 8, 83, 1B, 2B, 70, 1L, 2L, 62, 7, 40 a 6 
 
S výjimkou vzorku č. 8 se všechny vzorky po PCR s primery ITS1 a ITS4 naamplifikovaly. 
Vzorky 70, 2L, 62 a 6 jsou slabě viditelné. V tabulce č. 4 jsou uvedeny velikosti fragmentů. 
 
Tabulka č. 4: Velikosti amplifikovaných fragmentů u použitých vzorků 
vzorek velikosti amplifikovaných 
fragmentů (bp) 
6 700 
7 800 
9 500 
30 500 
33 800 
40 900 
62 500 
70 500 
83 500 
102 500 
104 700 
106 500 
107 500 
1B 400 
2B 400 
1L 700 
2L 700 
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4.5 Analýza použitím metody PCR-RFLP 
 
Vzorky DNA, které byly naamplifikovány pomocí primerů ITS1 a ITS4 byly v dalším 
experimentu štěpeny restrikčními endonukleázami HinfI, HaeIII, AluI, MseI. Výsledky 
jednotlivých experimentů jsou popsány v následujících kapitolách.  
 
4.5.1 Restrikční analýza s endonukleázou HinfI 
 
        
 
Obrázky č. 12 a 13  : Štěpění PCR produktů enzymem HinfI vzorků S39, 33, 7, S30, 2L, 1L, 
104, 6, 40, 102, 106, 83, 70, 62, 107, 30, 9, 2B, 1B 
         
                                                    
    
        
 
Obrázky č.14, 15 a 16: Štěpení PCR produktů enzymem HinfI vzorků typových kvasinek  
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Z obrázků je patrné, že s výjimkou vzorku č. 33 byly všechny ostatní vzorky enzymem HinfI 
štěpeny. V případě vzorků 1B, 2B jsou fragmenty špatně viditelné. Fragmenty našich izolátů 
byly porovnány s typovými kvasinkami viz tabulka č. 5. 
 
Tabulka č. 5: Vyhodnocení restrikční analýzy s enzymem HinfI 
Vzorek Velikosti 
fragmentů 
po PCR 
Velikosti 
fragmentů po 
restrikční analýze 
u vzorků 
Podobnost s typovými kmeny 
kvasinek (standardy) 
Velikosti fragmentů 
po restrikční 
analýze u standardů 
6 700 400, 200, 180, 40 S39 Hanseniaspora uvarum 400, 200, 180 
7 800 310, 110 S34 Saccharomyces mangini 310, 110 
9 500 280, 200 S6 Pichia fermentans 280, 200 
30 500 280, 200 S6 Pichia fermentans 280,200 
33 800 neštěpí - - 
40 900 350, 120 S31 – S38 kmeny 
Saccharomyces 
350, 120 
62 500 280, 200 S6 Pichia fermentans 280, 200 
70 500 280, 200 S6 Pichia fermentans 280, 200 
83 500 280, 200 S6 Pichia fermentans 280, 200 
102 500 280, 200 S6 Pichia fermentans 280, 200 
104 700 100, 90  S25 Rhodosporium 
toruloides CBS 14 
100, 90  
106 500 280, 200 S8 Hanseniaspora uvarum 280, 200 
107 500 280, 200 S6 Pichia fermentans 280, 200 
1B 400 200, 40 S17 Metschnikowia 
pulcherrima 
S21 Metschnikowia 
pulcherrima 
200 
2B 400 200 S17 Metschnikowia 
pulcherrima 
S21 Metschnikowia 
pulcherrima 
200 
1L 700 300, 180, 120 S30 Aureobasidium 
pullulans 
300, 180, 120 
2L 700 300, 180, 120 S30 Aureobasidium 
pullulans 
300, 180, 120 
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4.5.2 Restrikční analýza s endonukleázou MseI 
 
       
  
Obrázky č.17 a 18 : : Štěpění PCR produktů enzymem MseI vzorků 40, 1B, 2B, 104, 1L, 2L, 9, 
30, 62, 70, 83, 102, 106, 107, 6, 7, 33 
 
       
 
       
       
Obrázky č. 19, 20, 21 a 22 : Štěpení PCR produktů enzymem MseI vzorků typových kvasinek 
 
Z analýzy získaných fragmentů vyplývá, že při použití enzymu MseI nedošlo ke štěpení u 
vzorků č.: 9, 30, 33, 62, 70, 83, 102, 106, 107, 2L, což znamená, že fragment amplifikovaný 
pomocí primerů ITS1 a ITS4 neobsahuje sekvenci, kterou tento enzym specificky štěpí. 
Porovnání vzorků, které se enzymem MseI štěpily s vzorky typových kvasinek je uvedeno 
v následující tabulce č. 6 : 
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Tabulka č. 6: Vyhodnocení restrikční analýzy s enzymem MseI 
Vzorek Velikost 
fragmentů 
po PCR 
Velikosti 
fragmentů po 
restrikční analýze 
u vzorků 
Podobnost s typovými kmeny 
kvasinek (standardy) 
Velikost fragmentů 
po restrikční 
analýze u standardů 
6 700 220, 110 S39 Hanseniaspora uvarum 220, 110 
7 800 220, 200, 120, 
100, 40 
S34 Saccharomyces mangini 220, 200, 120, 100, 
40 
40 900 390, 210, 190, 
120, 100, 40 
S31 Saccharomyces 
pastorianus 
S33 Saccharomyces steineri 
390, 210, 190, 120, 
100, 40 
104 700 600, 500, 400 S25 Rhodosporium 
toruloides CBS 14 
600, 500, 400, 90 
1B 400 320, 290, 60 S17 Metschnikowia 
pulcherrima 
320, 290, 60 
2B 400 320, 290 S17 Metschnikowia 
pulcherrima 
320, 290, 60 
1L 700 210, 140, 80, 50 S30 Aureobasidium 
pullulans 
210, 140, 80, 50 
 
4.5.3 Restrikční analýza s endonukleázou HaeIII 
 
        
Obrázky č. 23 a 24: Štěpění PCR produktů enzymem HaeIII vzorků 7, 6, 40, 33, 104, 1L, 2L, 
107, 102, 2B, 1B, 106, 83, 70, 62, 30, 9 
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Obrázky č. 25, 26 a 27: Štěpení PCR produktů enzymem HaeIII vzorků typových kvasinek 
 
Působením enzymu HaeIII nedošlo u většiny vzorků k restrikci, jelikož amplifikovaný 
fragment po PCR neobsahoval specifickou sekvenci. Část vzorků je špatně viditelná. Ke 
štěpení došlo tedy pouze u vzorků č. 7, 40, 1L, 2L, 107, 102, 2B a 1B. Porovnání těchto 
vzorků se vzorky typových kvasinek se nachází v tabulce č.7. 
 
Tabulka č. 7: Vyhodnocení restrikční analýzy s enzymem HaeIII 
Vzorek Velikost 
fragmentů 
po PCR 
Velikosti 
fragmentů po 
restrikční analýze 
u vzorků 
Podobnost s typovými kmeny 
kvasinek (standardy) 
Velikost 
fragmentů po 
restrikční analýze 
u standardů 
7 800 500, 210, 120, 60 neidentifikováno - 
40 900 300, 210, 160, 
110 
S31Saccharomyces pastorianus 
S33 Saccharomyces steineri 
S34 Saccharomyces mangini 
S37 Saccharomyces aceti 
S38 Saccharomyces chevalieri 
S41 Saccharomyces (typová) 
300, 210, 160, 
110 
102 500 390, 50 S6 Pichia fermentans 
S18 Pichia fermentans 
390, 50 
107 500 390, 50 S6 Pichia fermentans 
S18 Pichia fermentans 
390, 50 
1B 400 290, 100, 60 S21 Metschnikowia 
pulcherrima 
290, 100, 60 
2B 400 290, 100 S17 Metschnikowia 
pulcherrima 
290, 100, 60 
1L 700 420, 180 S30 Aureobasidium pullulans 420, 180 
2L  700  420, 180 S30 Aureobasidium pullulans 420, 180 
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4.5.4 Restrikční analýza s endonukleázou AluI 
 
        
 
Obrázky č. 28 a 29 : Štěpění PCR produktů enzymem AluI vzorků a vzorků standardů 107, 
106, 102, 83, 70, 62, 30, 9, 40, 104, S28, 33,  S39, S15, 2B, 1B, S21, S17 
 
 
 
Obrázek č. 30 : Štěpení PCR produktů enzymem AluI vzorků a vzorků standardů 7, 6, 2L, 1L, 
S30, S29, S27, S26, S25, S24, S23, S20 a S9 
 
 
         
 
Obrázky č. 31 a 32 : Štěpení PCR produktů enzymem AluI vzorků standardů S41, S39, S22, 
S19, S16, S14, S13, S12, S10, S7, S5, S4, S2, S1, S18, S11, S8, S6, S38, S37, S36, S34, S33, 
S32, S31 a S3 
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Z obrázků je patrné, že ke štěpení došlo pouze u několika málo vzorků a to: 106, 104, 33, 6, 
2L a 1L.  Ke štěpení nedošlo ani u řady vzorků typových kvasinek, zejména u vzorků rodu 
Saccharomyces. Z toho vyplývá, že enzym AluI není vhodný pro analýzu kvasinek tohoto 
rodu. Obrázek č. 30 má velmi špatnou kvalitu, což je způsobeno digitalizací a tiskem původně 
foceného gelu, na které jsou fragmenty zřetelnější. Porovnání vzorků, které byly enzymem 
AluI štěpeny se vzorky typových kvasinek je uvedeno v tabulce č. 8: 
 
Tabulka č. 8: Vyhodnocení restrikční analýzy s enzymem AluI 
Vzorek Velikost 
fragmentů 
po PCR 
Velikosti 
fragmentů po 
restrikční analýze 
u vzorků 
Podobnost s typovými kmeny 
kvasinek (standardy) 
Velikost 
fragmentů po 
restrikční analýze 
u standardů 
6 700 500, 180, 60 neidentifikováno - 
33 800 580, 180 neidentifikováno - 
104  700 400, 120 S24 Rhodoturola mucilaginosa 
Type CBS 316 
400, 120 
106 500 400, 80 S8 Hanseniaspora uvarum 400, 80 
1L 700 400, 220 S30 Aureobasidium pullulans 420, 220 
2L  700  420, 220 S30 Aureobasidium pullulans 420, 220 
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4.6 Zhodnocení výsledků 
 
Při porovnání jednotlivých elektroforeogramů lze konstatovat, že nejvhodnějším enzymem 
pro restrikční analýzu vzorků kvasinek je enzym HinfI a nejméně vhodným je enzym AluI. 
Analýzou restrikčních fragmentů izolovaných kvasinek a typových kvasinek bylo prokázáno, 
že v počátečních fázích kvašení se nejvíce uplatňují kvasinky  rodu Pichia a Hanseniaspora, 
v dalších fázích kvasného procesu se uplatňují i kvasinky rodu Saccharomyces. Tyto výsledky 
jsou v souladu  s  odbornou literaturou.  
 
Tabulka č. 9: Identifikace jednotlivých kvasinek během kvašení moštu bílého vína, z  bobulí a 
listů 
Den odběru Původní 
označení 
vzorku 
Označení po 
izolaci DNA 
Podobnost s typovými kmeny kvasinek 
BVL(1.26.9.) 1L S30 Aureobasidium pullulans 
BVL(2.26.9.) 2L S30 Aureobasidium pullulans 
BVB(1.26.9.) 1B S17 Metschnikowia pulcherrima 
S21 Metschnikowia pulcherrima 
26.9.2007 
BVB(2.26.9.) 2B S17 Metschnikowia pulcherrima 
S21 Metschnikowia pulcherrima 
(2.7.10.) 83 S6 Pichia fermentans 
(2.7.10.) 106 S8 Hanseniaspora uvarum 
7.10.2007 
(2.7.10.) 107 S6 Pichia fermentans 
S18 Pichia fermentans 
(2.9.10.) 70 S6 Pichia fermentans 
(2.9.10.) 9 S6 Pichia fermentans 
9.10.2007 
(3.9.10.) 6 S39 Hanseniaspora uvarum 
(1.11.10.) 104 S25 Rhodosporium toruloides CBS 14 
S24 Rhodoturola mucilaginosa Type CBS 316 
(2.11.10.) 30 S6 Pichia fermentans 
(3.11.10.) 33 neidentifikováno 
11.10.2007 
(3.11.10.) 40 S31 – S38 a S41 kmeny Saccharomyces 
(1.13.10.) 7 S34 Saccharomyces mangini 
(3.13.10.) 62 S6 Pichia fermentans 
13.10.2007 
(3.13.10.) 102 S6 Pichia fermentans 
S18 Pichia fermentans 
 
Vzorky č. 83, 106, 70, 9, 30, 62 a 102 byly identifikovány jako Pichia fermentans, vzorek č. 5 
a 106 jako Hanseniaspora uvarum. Vzorek č. 106 byl po restrikční analýze s enzymem HinfI 
identifikován jako Pichia fermentans, avšak po podrobnější analýze elektroforeogramů, po 
restrikční analýze enzymem AluI a mikroskopické analýze bylo určeno, že se jedná o kmen 
Hanseniaspora uvarum. Vzorek č. 40 byl po analýze elektroforeogramů přiřazen k rodu 
Saccharomyces bez konkrétního určení kmene. Vzorek č. 7 byl identifikován jako 
Saccharomyces mangini. S jistotou lze říci, že na listech se vyskytovala kvasinka 
Aureobasidium pullulans a na bobulích Metschnikowia pulcherrima.   
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Pro ověření správnosti výsledků byla provedena mikroskopická analýza izolovaných kvasinek 
i typových kvasinek. Zde je uvedeno několik příkladů: 
 
                  
Obrázky č. 33 a 34: Příklad mikroskopie vzorku 106 a standardu S8 Hanseniaspora uvarum 
 
 
                          
Obrázky č. 35 a 36: Příklad mikroskopie vzorku č. 7 a standardu S34 Saccharomyces mangini  
 
 
                           
Obrázky č. 37 a 38: Příklad mikroskopie vzorku č. 30 a standardu S6 Pichia fermentans 
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  5 ZÁVĚR 
 
Cílem této diplomové práce bylo identifikovat kvasinky rodu Saccharomyces z listů, bobulí a 
moštu bílého vína za použití molekulárně biologické metody PCR-RFLP.  
 V teoretické části jsou popsány informace o kvasinkách, jejich taxonomickém zařazení, 
složení, metabolismu a rozmnožování, dále o získávání čistých kultur a jejich uskladňování. 
Další část práce je věnována výrobě bílého vína a jsou v ní podrobně popsány všechny fáze 
výroby – od příjmu hroznů až po láhvování vína. Poslední část práce popisuje molekulární 
metody a jejich využití v praxi. 
 Vzorky byly odebírány z vinice ve Velkých Pavlovicích. Analyzovány byly vzorky bobulí, 
listů a moštu, který byl získán v prvních fázích kvašení a k identifikaci posloužilo 39 vzorků 
typových kvasinek ze sbírky kultur kvasinek z Chemického ústavu v Bratislavě.  
Z původních vzorků se nejprve podařilo získat čisté kultury kvasinek, z nichž mohla být 
v další fázi vyizolována DNA pomocí komerční sady Ultra Clean MO BIO kit. Získaná DNA 
byla amplifikována pomocí metody PCR s primery ITS1 a ITS4. V dalším kroku byla tato 
DNA podrobena restrikční analýze endonukleázami HinfI, MseI,  HaeIII a AluI.  
Výsledkem analýzy je identifikace kvasinek rodu Pichia a Hanseniaspora v počátečních 
fázích  kvašení a rodu Saccharomyces ve fázích dalších. Kmenové zařazení je Pichia 
fermentans a Hanseniaspora uvarum. S jistotou lze taxonomicky zařadit pouze 
Saccharomyces mangini, u ostatních kvasinek rodu Saccharomyces nebylo možné konkrétní 
určení kmene. Na listech byla identifikována kvasinka rodu Aureobasidium pullulans a na 
bobulích Metschnikowia pulcherrima. 
Metoda PCR-RFLP je vhodná k taxonomickému zařazení kvasinek různých rodů, 
nejdůležitější je vhodný výběr primerů a restrikčních enzymů.  
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7 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
 
°NM                     normalizovaný moštoměr    
µm                        mikrometr    
A                           adenin    
AFLP                    Amplified fragment Lenght Polymorphism   
ATP  adenosintrifosfát    
C  cytosin    
dATP  deoxyadenintrifosfát    
dCTP  deoxycytosintrifosfát    
dGTP  deoxyguanintrifosfát    
DNA  deoxiribonukleová kyselina    
dNTP mix směs všech 4 deoxyribonukleotidtrifosfátů   
dTTP  deoxythymintrifosfát    
ER  endoplaazmatické retikulum    
EtBr  ethidium bromid    
FA  formamid    
G  guanin    
MPa  megapascal    
mRNA  messenger ribonukleová kyselina   
NADH  nukleosidpolyfosfát (kofaktor oxidoreduktas)  
ot./min  otáčky/minuta    
PCR  Polymerase Chain Reaction – polymerázová řetězová reakce 
pH  záporný logaritmus H3O+    
RAPD  Random amplified polymorphic DNA   
RFLP  Restriction Fragment Lenght Polymorphism   
RNA  ribonukleová kyselina    
supernatant přefiltrovaný roztok     
T  thymin     
Taq polymeráza termostabilní DNA polymeráza    
UV  ultrafialové     
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8 PŘÍLOHY 
¾ Seznam vzorků typových kvasinek 
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Příloha č. 1: Seznam vzorků typových kvasinek 
 
Číslo vzorku Sbírkové 
označení CCY 
Kmen Synonymum Původ 
S1 46-4-1 Hanseniaspora 
osmophila 
  
S2 13-4-1 Type Kluyveromyces 
marxianus var. 
drosophilarum 
 Drosophila 
S3 41-6-1 Debaryomyces 
hansenii 
Candida famata  
S4 25-3-2 Hanseniaspora 
osmophila 
Kloeckera 
corticis 
 
S5 43-5-1 Kluyveromyces 
marxianus var. 
marxianus 
Kluyveromyces 
wickenii 
Bantu beer 
S6 39-4-1 Pichia fermentas   
S7 26-20-21 Candida glabrata   
S8 25-6-12 Hanseniaspora 
uvarum 
Kloeckera 
apiculata 
Lichen 
S9 41-6-15 Debaryomyces 
hansenii 
 Grassgrown 
soil 
S10 41-3-14 Debaryomyces 
hansennii 
 Salted beans 
S11 29-9-32 Issatchenkia 
orientalis 
Candida krusei Sediments of 
frecshwater 
lake 
S12 13-4-2 Kluyveromyces 
marxianus var. 
drosophilarum 
 Fresh-water 
lake 
S13 29-8-10 Kluyveromyces 
marxianus var. 
marxianus 
Candida 
pseudotropicalis 
Buttermilk 
S14 51-1-1 Kluyveromyces 
marxianus 
Kluyveromyces 
fragilis 
Jogurt 
S15 25-6-1 Hanseniaspora 
uvarum 
Kloeckera 
apiculata 
Acorn 
S16 41-24-2 Torulaspora 
delbrueckii 
Torulaspora 
rosei 
 
S17 29-2-74 Metschnikowia 
pulcherrima 
Candida 
pulcherrima 
Concord 
grapes 
S18 39-4-2 Type Pichia fermentans  Buttermilk 
S19 21-41-1 Kluyveromyces 
wickerhamii 
Saccharomyces 
wickerhamii 
(Type) 
Gut of 
Drosophila 
(fruit fly) 
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S20 38-5-6 Pichia 
subpelliculosa 
Hansenula 
subpelliculosa 
Fermentig 
cucumbers 
S21 69-2-15 Metschnikowia 
pulcherrima 
Candida 
pulcherrima 
Concord 
grapes 
S22 41-17-1 Torulaspora 
delbrueckii 
  
S23 38-5-1 Pichia Hansenula Prunes 
S24 20-1-32 Rhodoturola 
mucilaginosa Type 
CBS 316 
  
S25 62-2-4 Rhodosporidium 
toruloides CBS 14 
  
S26 19-5-1 Sporidiobolus 
salmonicolor CBS 
483 
  
S27 19-9-2 Sporidiobolus 
pararoseus Type 
CBS 491 
  
S28 20-2-34 Rhodoturola glutinis 
Type CBS 20 
  
S29 20-2-24 Rhodotorula   
S30 27-1-114 Aureobasidium 
pullulans 
  
S31 21-6-6 Saccharomyces 
pastorianus 
  
S32 21-42-1 Saccharomyces 
bayanus 
  
S33 21-12-3 Saccharomyces 
steineri 
  
S34 21-11-4 Saccharomyces 
mangini 
  
S36 21-21-43 Saccharomyces 
oviformis 
  
S37 21-46-1 Saccharomyces aceti   
S38 21-11-1 Saccharomyces 
chevalieri 
  
S39 46-3-3 Hanseniaspora 
uvarum 
  
S41 21-4-96 Saccharomyces 
cerevisiae 
  
 
